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1章.序論 
1.1 腸内細菌について 
哺乳類の腸内には約 100種類、40兆個の腸内細菌が生息しており、その集団を腸内細菌叢と
呼ぶ。この腸内細菌叢の多くは嫌気性細菌であるため、大気レベルの濃度の酸素に暴露される
と死滅してしまう。そのため、腸内細菌叢の同定は難しいものであった。しかし、細菌がもっ
ている 16S rRNA（リボソームRNA）遺伝子の塩基配列を解析するという遺伝子レベルでの解
析が行われるようになったことで、腸内細菌の同定と分類が可能となった 1。すると、腸内細
菌叢を一種の生態系と捉えることが可能になり、腸内細菌叢が様々な要因（食事、年齢、運動、
ストレス、喫煙、飲酒、薬物など）によって変動すること 2、多くの宿主の生理機能の変化が腸
内細菌叢の構成変化と相関していること 3が明らかとなった。 
生物は、ドメイン（Domain）、界（Kingdom）、門（Phylum）、綱（Class）、目（Order）、科（Family）、
属（Genus）、種（Species）の各階級で分類され、細菌（Bacteria）ドメインは 33の門に分けら
れる。しかし、ヒトの腸内細菌叢を主に構成しているのは Firmicutes 門、Bacteroidetes 門、
Actinobacteria門、Proteobacteria門の 4つの門に属する菌であり、この 4門だけでヒト腸内細菌
叢の全種のうち 95％以上を占める 4。腸内細菌の分類の一例をTable 1.1に示すが、本研究で有
意な変化が見られ、特に注目した菌を赤枠で示す（Table 1.1）（以下、「門」や「属」を略す）。
また、赤枠で示した菌の特徴について 1.1.1の項以降で後述する。 
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Table.1.1 腸内細菌の分類の一例 
 
 
多くの腸内細菌は代謝過程で短鎖脂肪酸（short chain fatty acids: SCFA ）と呼ばれる、酢酸、
酪酸、プロピオン酸などを産生する 5。乳酸は正式には SCFA には含まれないが、本論文では
SCFAと呼ぶときは乳酸を含むことが多い。次にSCFA の産生過程について記述する 5。食物繊
維やレジスタントプロテインといった難消化性の食品成分が大腸にまで到達すると、腸内細菌
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が持つ固有の酵素によって炭水化物はグルコースにまで、タンパク質はアミノ酸にまで分解さ
れる 6。グルコースは腸内細菌の解糖系を経てピルビン酸へ、一部のアミノ酸はアミノ基転移
酵素などの処理を経てピルビン酸へとなる 6。基本的には、このピルビン酸を元に各腸内細菌
が持つ SCFA 産生経路を経て、SCFA が産生される。Bacteroides や Desulfovibrio は酢酸を産生
する菌であるが、酢酸はアセチルCoA経路または酢酸発酵により産生される 7。プロピオン酸
の産生経路は主に、逆クエン酸回路によりコハク酸を生成し、コハク酸が酵素によりプロピオ
ニルCoAへと変換され、プロピオニルCoAが加水分解されてプロピオン酸が産生されるコハ
ク酸塩経路 8。乳酸産生菌により産生された乳酸を利用してアクリル酸を生成し、アクリル酸
が酵素によりプロピオニルCoAへと変換され、プロピオニルCoAが加水分解されてプロピオ
ン酸が産生されるアクリル酸塩経路 8。ピルビン酸とは無関係に、フコースやラムノースなど
のデオキシ糖が酵素によりプロピオニルCoAへと変換され、プロピオニルCoA が加水分解さ
れてプロピオン酸が産生されるプロパンジオール経路の 3 つが存在する 8。また、酪酸は 2 分
子のアセチルCoAの縮合反応とブチリルCoAへの還元反応を経て、最終的に酪酸キナーゼに
よって酪酸が産生される経路 9とアセチル CoA を利用して産生されたブチリル CoA が加水分
解されて酪酸が産生される経路の 2つが存在する 10。乳酸の産生方法はホモ乳酸発酵とヘテロ
乳酸発酵の 2つが存在する。Streptococcus、Lactococcus、Lactobacillus casei はホモ乳酸発酵を行
い、グルコースからピルビン酸を経て乳酸を産生する 6。一方で、Bifidobacterium、Lactobacillus 
fermentum はヘテロ乳酸発酵を行い、グルコースから乳酸だけではなく二酸化炭素、エタノー
ルを産生する 6。 
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1.1.1 Bacteroidetes、Firmicutes 
Bacteroidetesはヒト腸内細菌叢の全種のうち約20％を占め、この門に属する菌の多くは多糖・
タンパク質を代謝し、酢酸とプロピオン酸を産生する 11。一方、Firmicutesはヒト腸内細菌叢の
中でも最も多く存在し、全種のうち約 60％を占める 11。Firmicutes に属する菌の種類は多様で
あり、一般的に善玉菌と呼ばれる乳酸菌（Lactobacillus）が属している一方で、腸内腐敗のもと
となるウェルシュ菌（Clostridium perfringens）も属している 12。 
近年、Bacteroidetes と Firmicutes の存在量は肥満と正常体重で異なることが知られており、
Bacteroidetesは肥満によって減少し、Firmicutesは増加する 13-15。Ley REらは遺伝性の肥満マウ
ス（ob/obマウス）と正常マウスを用意し、腸内細菌叢を比較した。すると、肥満マウスの腸内
細菌叢では正常マウスと比較して Firmicutes が増加し、Bacteroidetes が減少していることを見
出した 13。さらに、同研究グループは、無菌マウスにそれぞれの腸内細菌叢を移植する実験を
行った。すると、両群で同様の餌を摂食しているにもかかわらず、肥満マウスの腸内細菌叢を
移植されたマウスは、正常マウスの腸内細菌叢を移植されたマウスよりも体脂肪の増加率が高
いことを示した 14。以上の結果は、正常な腸内細菌叢よりもFirmicutesが増加し、Bacteroidetes
が減少しているという腸内細菌叢の変化が原因となり肥満が引き起こされたことを示してい
る。さらに、この結果は高脂肪食を摂食させた食餌誘導性の肥満マウスにおいても同様に見ら
れたことから、腸内細菌叢の変化は食餌に依存することを示唆している 15。 
1.1.2 Proteobacteria 
Proteobacteriaはヒト腸内細菌叢のわずか数％のみしか占めておらず11、大腸菌、サルモネラ、
ビブリオ、ヘリコバクターなど病原菌と呼ばれる菌が多く属している 11。この、2 つの特徴を
踏まえると、Proteobacteria が増加することは、腸内環境が悪化していると捉えることができ、
実際に、炎症性腸疾患患者の腸内細菌叢では、健常者と比較して Proteobacteria が増加してい
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る 16。 
1.1.3 Odoribacter 
Odoribacterは酪酸キナーゼを持つため、炭水化物を発酵する過程で、酪酸を産生することが
知られている 17。この酪酸は、血管に発現しているSCFA受容体のGPR41と結合することによ
り、血圧低下作用を果たす 18。肥満女性の腸内細菌叢を調べた研究では、Odoribacterと収縮期
血圧に負の相関が見られる 17。以上の研究を踏まえると、高血圧の予防にはOdoribacterの存在
が重要であることを示唆している。 
1.1.4 Butyricimonas 
Butyricimonasはグルコースから酪酸を産生する酪酸産生菌の一つである 19。また、遺伝性の
2 型糖尿病モデルマウス（db/db マウス）の腸内細菌叢と正常マウスの腸内細菌叢を比較する
と、Butyricimonas が減少しており、盲腸内の酪酸量も減少していた 20。さらに、この db/db マ
ウスに 2 型糖尿病治療薬であるメトフォルミンを経口投与すると、db/db マウスの腸内細菌叢
の構成が大きく変化し、Butyricimonasが増加したことが報告されている 20。 
1.1.5 Staphylococcus 
Staphylococcus は大部分が非病原性であるが、一部の種に病原性を持つものが存在する 21。
Staphylococcus は増殖の際にエンテロトキシンと呼ばれる毒素を産生し、毒素性ショック症候
群、敗血症などの疾患を引き起こすことが知られている 21。また、Staphylococcusは肥満患者に
おいて、健常者よりも増加しており、Staphylococcusの存在量はエネルギー摂取量と正の相関を
持つことが報告されている 22,23。 
1.1.6 Lactococcus 
Lactococcusは pHの変化や塩濃度の変化に耐性を持つことが多く、幅広い環境に適応するこ
とができ、糖から乳酸を産生することが知られている 24。Lactococcus は発酵食品の製造に用い
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られることが多く、ヨーグルトやチーズ、バターなどの乳酸発酵食品に多く含まれている 25。 
1.1.7 Oscillospira 
Oscillospiraは酪酸産生菌の一つである 26。ヒトの調査研究において、Oscillospiraと肥満指数
Body mass index（BMI）に負の相関があることが示されており、このことから、肥満者の腸内
細菌叢ではOscillospiraが減少していると考えられる 27。一方で、Oscillospiraは便秘女性の腸内
細菌叢において健常女性よりも多く存在している 28。これは、Oscillospiraが他の腸内細菌と比
較して成長速度が遅い菌であるためと考えられている 29。一般的に、腸管の蠕動運動が活発で
腸管内容物の通過時間が短いと、腸内細菌の増殖が促されるが、便秘等により腸管の蠕動運動
が悪くなり、腸管内容物の通過時間が長くなると、アンモニアやインドールなどの腸内腐敗産
物が産生され、腸内環境が悪化する 30。しかし、Oscillospiraは腸管内容物が長い間腸管に留ま
っていることで、成長に必要な栄養素を腸管内で取り入れることができ、ゆっくりと成長する
ため、便秘女性の腸内細菌叢でOscilospiraが増加していると考えられている 29。 
1.1.8 Desulfovibrio 
Desulfovibrio は有機物を代謝し酢酸や硫化水素を産生する 31。この産生された硫化水素は腸
管に対して毒性を示すことが報告されている 32。また、Desulfovibrio の存在量は炎症性腸疾患
患者において増加していることも知られている 33。 
1.2 腸内細菌叢と生理機能 
腸内細菌叢のバランスが乱れた状態は“Dysbiosis”と呼ばれ、様々な疾患と関連することが報
告されている 34。先述にも数例を挙げているが、肥満患者の腸内細菌叢は、健常者の腸内細菌
叢よりもFirmicutesが増加し、Bacteroidetes が減少している 35。また、大腸がん患者の腸内細菌
叢は健常者と比較して、Fusobacterium や Fusobacterium nucleatum が増加している 36。さらに、
身体的疾患のみならず、精神疾患にも腸内細菌叢との関連が報告されており、例えば、うつ病
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患者の腸内細菌叢においては、Bacteroidetes、Proteobacteria、Actinobacteria が増加している 37。 
一方で、この腸内細菌叢と宿主の生理機能の関係性は、腸内細菌叢が産生するSCFAが宿主
の生理機能を調節していると考えられている 5,38,39。腸内細菌叢が難消化性の食品成分を発酵・
分解することで SCFA が産生されるが 6、産生された酢酸は肝臓においてエネルギー基質とし
て利用されたり、酪酸は大腸において制御性T細胞を誘導し免疫反応を促進させたりと、宿主
の生理機能に影響を及ぼすことが報告されている 38,39（Fig.1.1）。 
 
Fig.1.1 腸内細菌叢と宿主の関係性 
また、SCFAはそれ自身が弱酸性であるため、SCFAの増加は腸管の pHを低下させて腸管内
を弱酸性(pH : 5.0~7.0)に保つことができる 5。大腸菌やウェルシュ菌などの有害な菌の増殖に最
適な pH が 7.0～7.5 であることから、腸管 pH の低下は有害菌の増殖を抑えることができる 40。
すると、SCFA産生菌の相対存在量が増え、腸内環境を良好に保つことができる 5（Fig.1.2）。 
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Fig.1.2 SCFAと腸内細菌叢との関係性 
 
1.3 腸内細菌叢と生活要因 
1.3.1 食事 
腸内細菌は主に宿主が小腸で消化・吸収しきれなかった食物や、老化して剥がれた腸管上皮
細胞そのものや腸管で分泌される粘液成分であるムチンを栄養源として増殖している。食事を
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大腸まで届かせて、腸内細菌叢に積極的に働きかけようとする考えが「プロバイオティクス」
「プレバイオティクス」である。プロバイオティクスは 1989年にFuller によって「腸内細菌叢
のバランスを改善することにより宿主に有益な作用をもたらす生きた微生物」と定義され 41、
Bifidobacterium などが挙げられる。先行研究で、成人女性に Streptococcus thermophilus と
Lactobacillus delbrueckii のみを種菌として作成したヨーグルトと、上記にBifidobacterium longum
を種菌に追加して作成したヨーグルトを摂食させたところ、Bifidobacterium longum を追加した
ヨーグルトを摂食したほうが高い整腸作用を示した 42。 
一方、プレバイオティクスとは 1995年にGibsonらによって「消化管上部で分解・吸収され
ず、腸内細菌の選択的な栄養源となり、それらの助長や活動を刺激することで腸内細菌叢を健
康的に改善・維持し、宿主の健康を増進する食品成分」と定義され 43、オリゴ糖や水溶性食物
繊維が挙げられる。なお、オリゴ糖や水溶性食物繊維はいずれも炭水化物に分類されるが、プ
レバイオティクスには一部のタンパク質や脂質なども含まれる 44,45。Fig.1.3 には、腸内細菌叢
に影響を及ぼす可能性があり、プレバイオティクスとして働く難消化性の食品成分を記述した
（Fig.1.3）。腸内細菌叢に影響するタンパク質として大豆タンパク質 44、脂質としてω-3脂肪酸
であるエイコサペンタエン酸（EPA）やドコサヘキサエン酸（DHA）が挙げられる 45。 
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Fig.1.3 難消化性の食品成分の一例 
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本研究では、この我々の生活でなくてはならない「食事」に着目し、栄養素が腸内細菌叢に
与える影響に着目した。特に、三大栄養素のなかでも、プレバイオティクスとしての機能を果
たす物質が多く知られている炭水化物とタンパク質に着目した。さらに、炭水化物のなかでも
水溶性食物繊維のイヌリンを用い、タンパク質のなかでも大豆タンパク質を用いた。 
水溶性食物繊維の摂取は腸内細菌叢の構成に影響を与えるが 46,47、現代日本において、食物
繊維の摂取量が不足している 48。平成 29年度の国民健康・栄養調査では、1日の食物繊維の食
事摂取基準量は成人男性で 21g以上、成人女性で 18g以上となっているが、実際の食物繊維摂
取平均量は 20 代男性で 12.8g、20 代女性で 11.8g と不足している 48。そして、その他の年代に
おいても実際の食物繊維摂取平均量は、推奨されている摂取基準量を満たしていない 48。また、
食物繊維摂取量の内訳では、水溶性食物繊維の摂取量は不溶性食物繊維の摂取量よりも少なく
なっている 48。したがって、この水溶性食物繊維摂取量の増加を促すことが重要であると考え、
水溶性食物繊維を研究対象とした。さらに、水溶性食物繊維のなかでも、イヌリンは我々が日
常的によく食べるゴボウや菊芋、玉ねぎなどの野菜に高濃度で含まれているため 49、選定に至
った。 
タンパク質の摂取も腸内細菌叢の構成を大きく変化させることがいくつかの研究で報告さ
れている 44,50。通常、多くのタンパク質は小腸で吸収されるが、一部のタンパク質は小腸を通
過して大腸に到達する 51。このような性質を持つタンパク質をレジスタントプロテインと呼ぶ
52。レジスタントプロテインが含まれている食材に、そば 53、酒粕 54、絹 55、大豆 56、卵黄 57が
挙げられる。この中でも大豆のタンパク質は腸内細菌叢の構成を変化させ、腸内環境を良好に
することが報告されている 44,50。また、大豆は我々日本人にとって馴染み深い食材であり、豆
腐や味噌、納豆などに加工され、加工後の高野豆腐 58、納豆 59もレジスタントプロテインが多
く含まれていることから、大豆タンパク質を研究対象とした。 
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1.3.2 運動 
運動習慣も腸内細菌叢に影響を与える要因の一つである。マウスやラットに輪回し運動を行
わせるとSCFAを産生する腸内細菌が増加し、SCFA量（特に酪酸）も増加する 60-62。またヒト
においても、トップクラスのラグビー選手と一般人男性の腸内細菌叢を比較すると、ラグビー
選手の方が腸内細菌叢の多様性が高く、炎症性関連物質が少ない 63。さらに、Sheiman らによ
る、マラソン大会に参加した選手の腸内細菌叢を調べた研究では、大会前後で選手の腸内細菌
叢の構成が異なり、特に大会後にはVeillonellaが増加していた 64。そしてこのVeillonellaをマウ
スに経口投与すると、マウスの運動量が増加することが示されている 64。筆者らはマウスの運
動量が増加したことについて、Veillonellaの持つ乳酸代謝機能が重要であると述べている 64。つ
まり、運動時に蓄積する乳酸を Veilonella が代謝することで運動パフォーマンスの低下を防い
でいると考えられている 64。一方、同じ運動でも高強度の運動は、腸壁を損傷させ、運動誘発
性胃腸症候群を引き起こす可能性がある 65。 
1.3.3 喫煙と飲酒 
喫煙習慣によっても腸内細菌叢は影響を受け、喫煙者と非喫煙者の腸内細菌叢を比較すると、
喫煙者の方が非喫煙者よりも Bacteroidetes が少ない 66。さらに、喫煙者が禁煙をすると
ActinobacteriaやFirmicutesが増加し、腸内細菌叢の多様性も増加する 66。 
過度の飲酒によっても腸内細菌叢は変動し、アルコール依存の度合いが高ければ高いほど酪
酸産生菌が減少する 67。さらにアルコール性肝疾患の一つである肝硬変患者では Bacteroidales
が増加する 67。 
1.3.4 薬 
腸内細菌叢に大きな影響を及ぼす要因は抗生物質や抗菌剤といった薬物であると考えられ
ている 68。実際に、病原体を減少させるために使用される抗生物質は副作用的に長期間に渡っ
 
13 
 
て腸内細菌叢の構成に影響を与える 68。さらに抗生物質以外の薬でも腸内細菌叢の構成に影響
を与える 69-73。例えば、2型糖尿病治療薬のメトフォルミン 71、プロトンポンプ阻害薬に属する
胃酸抑制薬のオメプラゾール 72、非ステロイド性抗炎症薬のインドメタシン 73 が挙げられる。 
一方、腸内細菌叢の変化が薬効に影響することも知られている 74-76。がん免疫療法に用いら
れる免疫チェックポイント阻害剤である抗 PD-1 抗体や抗 CTLA-4 抗体は、Bacteroides、
Bifidobacterium や Akkermansia などの腸内細菌を多く持つ患者において効果が得られやすくな
る 74-76。 
1.4 腸内細菌叢と概日時計 
概日時計は約 24 時間の周期を持った生理機構である。Clock、Bmal1、Per、Cry といった時
計遺伝子が転写・翻訳のネガティブフィードバックループによってリズムが刻まれており、睡
眠-覚醒リズム、ホルモン分泌、交感神経系などの様々な生体リズムの中心を担っている 77,78。
概日時計は脳や心臓、肝臓、筋肉、腸管など全身に幅広く存在しており、各組織の生理機能の
概日リズムを調節している。これらの概日時計の中枢は、脳の視交叉上核（Suprachiasmatic 
nucleus：SCN）に存在し、神経伝達やホルモン分泌等を通して日内リズムを制御し、SCN以外
の脳や末梢臓器の時刻統制がされ、多くの生理現象の日内リズムを調節している 79,80。中枢の
概日時計は主に目から入る光情報を元に調節される。また、末梢臓器の概日リズムは、中枢か
らの制御のみならず、食事、体温、運動などの外部刺激によって調節される 81-83。 
概日リズムは腸内細菌叢の構成にも存在し、食事によって制御される 84。Per1/Per2欠損マウ
スの腸内細菌叢を調べると、腸内細菌叢の構成の日内変動が消失するが、Per1/Per2欠損マウス
に活動期のみの制限給餌または非活動期のみの制限給餌を行うと、腸内細菌叢の構成の日内変
動が復活し、さらにその動態は活動期制限給餌と非活動期制限給餌で真反対のリズムを示した
84。つまり、腸内細菌叢の構成の日内変動は摂食リズムによって制御されていることが示され
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た。 
光環境を 3日おきに 8時間ずらしたような時差ボケモデルマウスでは、摂食量の昼夜差がな
くなり、腸内細菌叢の構成の日内変動も消失した 84。この時差ボケモデルマウスに高脂肪食を
与えると、通常マウスと比較して体重が増加しやすくなり、血糖値も増加した 84。さらに、ヒ
トにおける時差ボケについても報告がされている 84。8 時間以上のフライトをした 2 人から、
フライト 1日前、フライト 1日後、フライト 2週間後の 3回糞便を採取した。すると、フライ
ト 1 日前と比較して、フライト 1 日後では Firmicutes が増加していた 84。しかし、フライト 2
週間後には増加した Firmicutes はフライト 1 日前のレベルまで戻っていた 84。また、このヒト
糞便を無菌マウスに移植させると、フライト 1日前の糞便移植マウス、フライト 2週間後の糞
便移植マウスと比較して、フライト 1日後の糞便移植マウスの体重が増加した 84。つまり、時
差ボケによって日内変動が乱れた腸内細菌叢の構成はメタボリックシンドロームを引き起こ
す原因となることが示された。 
近年、腸内細菌叢自体が宿主の概日リズムに影響を与える可能性が報告されつつある 85,86。
通常マウスに見られる各臓器の時計遺伝子発現の概日リズムが、無菌マウスにおいては減弱し
ていた 85。さらに腸内細菌叢が肝臓などの概日リズムに影響を与えるメカニズムとして SCFA
が重要である可能性も報告された 86。抗生物質を含む水を飲水させ、擬似的な無菌状態にさせ
たマウスにSCFAを非活動期に経口投与すると、肝臓・腎臓・顎下腺のPER2の位相が前進し
た 86。これは、マウスに食物繊維を再給餌させた場合も同様の結果だった 86。このようにSCFA
が末梢時計を同調させたことから、プレバイオティクスの摂食による腸内細菌叢の調整が、体
内時計を整えることにも効果的であることを示している。 
1.5 時間栄養学 
先に述べた時計遺伝子は脂質代謝や糖代謝に関わる酵素の発現を制御している 77,78。脂質代
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謝や糖代謝は概日リズムを示し、Clock mutant マウスや脂肪組織特異的にBmal1 をノックアウ
トさせたマウスでは肥満が引き起こされ、肝臓特異的および骨格筋特異的Bmal1ノックアウト
マウスでは糖代謝異常を引き起こす 87-90。このことから体内時計によって作られるリズムに合
わせて、食事の時刻やタイミングを考慮することは生活習慣病予防等にも重要であると考えら
れる。このように、体内時計によって作られる様々な概日リズムを利用し、食のタイミングに
伴う影響を考慮する学問を「時間栄養学」と呼ぶ 91。例えば、マウスに高脂肪食を与えると、
通常、摂食行動を行わない非活動期である明期にも摂食し、摂食リズムや体内時計の乱れが見
られる 92。そして、高脂肪食の摂食可能な時間帯を活動期に制限すると、体内時計の乱れを抑
える 93,94。さらに、高脂肪食摂食による体重増加も、摂食可能な時間を活動期に制限すると、
自由摂食と摂取カロリー量に差がないにもかかわらず、体重増加を抑え、脂質代謝異常を改善
する 93,94。また、マウスに高脂肪食を与えると腸内細菌叢の構成の日内変動が消失するが、活
動期に時間制限給餌をすると、日内変動の一部が復活する 95。また、活動期の前半と後半の 1
日 2回の摂食条件において、活動期前半に高脂肪食、後半に通常食を摂食させたマウスは、前
半に通常食、後半に高脂肪食を摂食させたマウスよりも体重増加が抑えられる 96。さらにヒト
においても、肥満のリスクが夕方 20時以降の夕食摂食で大きく増加する 97。 
近年、食品成分の摂取時刻によって脂質代謝や糖代謝に与える影響が異なることが示唆され
ている 98,99。例えば、高果糖食を与えられたマウスにおいて、魚油（DHA、EPA）を活動期の
前半に与えると、活動期の後半に与えるよりも、より効果的に脂質代謝を改善する 98。また、
カテキンを含む緑茶の食後血糖値上昇の抑制効果は朝食よりも夕食において大きく見られる 99。 
1.6 本研究の目的 
以上より、有効成分の摂取タイミングがエネルギー代謝に与える影響に関する報告はいくつ
か挙げられるが 98,99、腸内細菌叢の構成に与える影響について報告された研究はほとんどない。
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また、腸内細菌叢に影響を与えるプレバイオティクスは多く知られているが 42-45、そのタイミ
ングを考慮した報告も皆無である。そこで、本研究では、マウスに朝食と夕食の 1日 2食の摂
食条件下で、朝食でのプレバイオティクス摂取と夕食でのプレバイオティクス摂取で腸内環境
が異なるかどうかを調べることを目的とした（Fig.1.4）。 
 
Fig.1.4 研究目的 
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2章. イヌリンの摂取タイミングの違いがマウスの腸内細菌叢に及ぼす影響の検証 
2.1 序論 
本章はMDPI（Nutrients）により発行された“Mice Microbiota Composition Changes by Inulin 
Feeding with a Long Fasting Period under a Two-Meals-Per-Day Schedule”を元に再構成されたもので
ある。 
 
 食物繊維は水溶性食物繊維と不溶性食物繊維に大別される 100。水溶性食物繊維の例としてイ
ヌリン、ペクチンが挙げられ、不溶性食物繊維の例としてセルロース、リグニンが挙げられる
100（Fig.1.3）。水溶性食物繊維も不溶性食物繊維も大腸にまで届き、腸内細菌によって発酵・分
解されるが、その発酵性は水溶性食物繊維の方が高い 100。また、水溶性食物繊維は大腸に届い
て腸内細菌叢のエサとなる以外にも、小腸において粘性の高いマトリックスを形成し、小腸の
粘度を高め、栄養素の吸収を物理的に抑制し、血糖値上昇抑制の一助となる 100。一方で、不溶
性食物繊維は胃や小腸で水分を吸収して膨らみ、腸管を刺激して、蠕動運動を促進させたり排
便量を増加させたりする 100。また、腸内細菌によって産生された二次胆汁酸は発がん性を有す
るが 101、不溶性食物繊維はこの胆汁酸を吸着し、体外へと排出する 102。 
 イヌリンはゴボウやキクイモ、玉ねぎに多く含まれている水溶性食物繊維で、キクイモの根
にはイヌリンが生の重量あたり 15～20％、ゴボウの根には 3.5～4.0％含有している 49。イヌリ
ンはグルコースにフルクトースが β-2,1 結合で重合した構造をしている 103,104。キクイモの根や
ゴボウの根など自然界において、結合しているフルクトース数は様々で、2～60 個のフルクト
ースが結合しており、その平均の結合数は 32～34 個である 104。なお、本研究で用いたイヌリ
ンは、自然から抽出したものではなく、スクロースから人工的にイヌリンを合成したものであ
り、フルクトースの結合数は 16個である 104。 
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 先行研究より、マウスにおいてもヒトにおいても、イヌリンの摂取により乳酸産生菌（特に
BifidobacteriumまたはLactobacillus）が増加した 46,105。また、ラットに 3ヶ月間高脂肪食にイヌ
リンを添加した餌を与え続けると、高脂肪食のみを与えた場合と比較して酢酸・プロピオン酸・
酪酸・乳酸が増加した 106。さらに、カルシウムイオンやマグネシウムイオンなどのミネラル吸
収を促進し、骨中のミネラル含有量が上昇した 106。また、同様にラットに 3ヶ月間高脂肪食に
イヌリンを添加した餌を与えると、血清および肝臓の中性脂肪が低減することも確認されてい
る 104。イヌリンが小腸において物理的に糖・脂質の吸収を抑制するという性質から、血糖値上
昇を抑制することが考えられている 104。実際に、葛粉に 12gのイヌリンを添加した食事で一過
性の血糖値上昇を調べたところ、イヌリンを添加しなかったときと比較して、血糖値上昇が約
10％抑制された 104。以上の先行研究をまとめると、イヌリンには腸内細菌叢改善効果、ミネラ
ル吸収促進効果、脂質代謝改善効果、一過性の血糖値上昇抑制効果といった生理機能が認めら
れている 46,103-106。 
 著者はイヌリンのもつ腸内細菌叢改善効果に着目した。先述のようにイヌリンの摂取が腸内
細菌叢の構成を変化させ、SCFA の産生を促すことが報告されているが 46,105、イヌリンの摂取
タイミングが腸内細菌叢に与える影響に関する報告はない。そこで、本実験では、マウスに 1
日 2 食の制限給餌を行わせ、朝食にイヌリンを与えた場合と夕食にイヌリンを与えた場合で、
腸内細菌叢の構成変化が異なるのかどうかを調べた。 
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2.2 実験手法 
2.2.1 使用動物 
実験では9週齢のICR雄マウスを用いた（東京実験動物）。マウスは室温22±2℃、湿度60±5%、
明期:暗期=12h:12hの明暗環境で飼育した。明期を8:00から20:00とし、明期開始時刻をZeitgeber 
time 0 (ZT0)、暗期開始時刻をZT12と定義した。予備実験・実験1・実験2においてはマウスを1
ケージあたり5匹で群飼いし、実験3・実験4においてはマウスを1匹ずつ個飼いした。マウスに
は全カロリー中のうち45％を脂肪が占める（脂肪45% kcal 含有の）高脂肪食（Research Diets社；
D12451，アメリカ）にセルロース（オリエンタル酵母工業）またはイヌリン（Fuji FF；フジ日
本精糖）103,104を添加した餌を2.2.2の項のように与え、水道水を自由に摂取できるようにした。
なお本実験で使用された高脂肪食は、げっ歯類の肥満、糖尿病、脂肪肝のモデルとして使用さ
れる餌である107,108。本実験では、高脂肪食摂取によって腸内細菌叢が悪化した状態に対して、
イヌリンがどれだけ改善するかどうかを確認するために高脂肪食を使用した。 
2.2.2 摂食スケジュール 
本実験ではType 1とType 2の2種類の摂食条件を用意した。Type 1（実験1と実験2）では摂食
可能な時間のみを制御し、Type 2（実験3と実験4）では摂食開始時刻と摂食量を制御した。 
Type 1では、タイマー制御により指定の時間帯のみマウスが摂食可能となるような装置を用
いた。朝をZT12–20、夕方をZT20–4と定義し、朝食をZT12-16、夕食をZT20-0として4時間摂食
可能にした。摂食量は、実験の開始時と終了時に装置内の餌の重量を測定することによって算
出した。 
Type 2では、タイマー制御により特定の時刻にペレット状の餌を与えることができる装置を
用いた。マウスに与えた摂食量は、実験1で測定された1日の総摂食量の90％（3.6 g）を与える
ように設定した。なお、1日の総摂食量の90％としたのは、マウスの食べ残しを防ぐためであ
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る。実験3では、ZT12（朝食）とZT20（夕食）の1日2回の給餌を行い、1食に与えた餌の量は1.8 
gとした。実験4では、ZT12（朝食）またはZT20（夕食）の1日1回のみの給餌を行い、1食に与
えた餌の量は3.6 gとした。 
また、イヌリンの摂取量が実験間で等しくなるように、イヌリンの添加量を調整した。 
2.2.3 サンプリング 
各実験の摂食条件下で10日間または14日間飼育後、サンプリングを行った。マウスを麻酔下
で安楽死させた後、盲腸および直腸を摘出した。2.2.4の項に記述した方法で盲腸内pHを測定し
た後、盲腸から盲腸内容物を採取し、直腸からは糞便を採取した。なお、予備検討で、着色顔
料により着色した餌を用いて、着色された糞便が排泄されるまでの時間を測定したところ、4
時間後に着色された糞便が排泄されていた。このことから、4時間で摂食した餌が小腸・盲腸・
大腸とすべての消化管を通過していると考えられた。そこで、摂食終了時刻から4時間後には
摂食したイヌリンが大腸に到達し、腸内細菌叢に何らかの影響を与えていると考え、サンプリ
ングを行うタイミングは摂食終了時刻から4時間後とした。また、2.2.2の項のType 2のようなペ
レット状の餌を与える実験において、マウスはペレット状の餌を与えてから4時間以内に餌を
食べ切れることを確認した。そこで、Type 2は、餌を食べ切るのに4時間程度かかると仮定し、
さらにその4時間後にサンプリングを行った。つまり、摂食開始時刻から8時間後にサンプリン
グを行った。 
2.2.4 盲腸内pH 測定 
盲腸内pH測定は、サンプリング時に行った。まず、マウスを麻酔下で安楽死させた後、開腹
し、盲腸を摘出する。摘出した盲腸の一部を切開し、切開箇所にpHメーター（pH Spear; Eutech 
Instruments, アメリカ）の電極を盲腸内に挿入することで測定した。 
2.2.5 短鎖脂肪酸（SCFA）測定 
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SCFAの定量は先行研究109を元に以下の方法で行った。SCFA測定はガスクロマトグラフィー
水素炎イオン化検出器 （FID）（GC2010；島津製作所）を用いた。0.05 gの盲腸内容物を0.05 mL
の1mol/L 硫酸（富士フイルム和光純薬株式会社）で酸性化し、0.4 mLのジエチルエーテル（富
士フイルム和光純薬株式会社）と0.2 mLのエタノール（富士フイルム和光純薬株式会社）を加
えて、振とうし、SCFAを抽出した。その後、室温で30秒間14,000 rpmで遠心分離し、1μLの有
機層をカラムに注入した（InertCap Pure WAX（30 m x 0.25 mm、df = 0.5μm）; GLサイエンス）。
初期温度を80℃、最終温度を200℃に設定し、キャリアガスとしてヘリウムを使用した。サン
プルの定量は、酢酸、乳酸、プロピオン酸、および酪酸を含んだ標準液を作成し、検量線を作
成して行った。 
2.2.6 糞便中のDNA抽出 
糞便DNAは先行研究110を元に以下の方法で抽出した。約0.2 gの糞便サンプルを、20 mLのPBS
で懸濁し、懸濁液を100μmメッシュのナイロンフィルター（Corning Inc.、アメリカ）でろ過し
た。ろ液を4℃で20分間4,000 rpmで遠心分離した後、各沈殿物を1.5 mLのTE10バッファー（10 
mM Tris-HCl（富士フイルム和光純薬株式会社）/ 10 mM EDTA（DOJINDO）、pH：8.5）に懸濁
した。懸濁液を2 mLチューブに移し、4℃で5分間10,000 rpmで遠心分離した。その後、各沈殿
物を0.8 mLのTE10バッファーで再懸濁した。1 mLのPCI（Invitrogen、アメリカ）、0.1 mLのリゾ
チーム（型番：122-02673、富士フイルム和光純薬株式会社）および0.02 mLのアクロモペプチ
ダーゼ（型番：015-09951、富士フイルム和光純薬株式会社）を添加して、DNAを抽出し、エタ
ノール沈殿を行った。 試料をRNase（型番：313-01461、Promega Corp.、アメリカ）で処理して
含まれるRNA分解し、DNAを20％PEG溶液（型番：169-09125、東京化成工業株式会社）で沈殿
させた。最後に、沈殿を70％エタノールでリンスし、50μLのTEバッファーに溶解した。 
2.2.7 16S rRNA遺伝子解析 
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PCRによる、細菌ゲノムDNAからの16S rRNA遺伝子の増幅は、イルミナが提供するサイクル
条件を元に行った。16S rRNA遺伝子のV3〜V4可変領域は、以下のプライマーを使用してPCR
で増幅した。 
フォワードプライマー = 
5'-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3’ 
リバースプライマー = 
5’-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-3’ 
PCRは、2.5μLのDNAサンプル（5 ng /μL）、5μLの各プライマー（1μmol/ L）、および12.5μLの
2x KAPA HiFi HotStart Ready Mix（Kapa Biosystems Inc.、アメリカ）によって行った。また、PCR
のサイクル条件は下記の通りである。 
1. 95℃ 3分 
2. 95℃ 30秒 
3. 55℃ 30秒 
4. 72℃ 30秒 
5. 2～4の手順を24サイクル 
6. 72℃ 5分 
 
 
PCR産物は、AMPure XPビーズ（Beckman Coulter, Inc.、アメリカ）を使用して精製した。そ
の後、Nextera XT Index Kit v2（Illumina Inc.,、アメリカ）を使用してインデックスPCRを行い、
サンプルをラベルした。インデックスPCRは、5.0μLのPCR産物、5.0μLの各Nextera XTインデッ
クスプライマー、25μLの2x KAPA HiFi HotStart Ready Mix、10μLのPCR-Grade Waterを使用した。 
 
23 
 
また、インデックスPCRのサイクル条件は下記の通りである。 
1. 95℃ 3分 
2. 95℃ 30秒 
3. 55℃ 30秒 
4. 72℃ 30秒 
5. 2～4の手順を7サイクル 
6. 72℃ 5分 
 
インデックスPCR産物は、AMPure XPビーズによって精製した。精製後のクオリティチェッ
クには、Agilent 2100 Bioanalyzer with DNA1000 Kit（Agilent Technologies Inc.、アメリカ）を使用
した。最後に、インデックスPCR産物をRNAライブラリーとして最終濃度が4 nmol / Lになるよ
うに希釈した。 
次に、イルミナの手順に従って、Illumina Miseq Reagent Kit v3（Illumina Inc.）を使用してRNA
ライブラリーのシーケンスを行い、シーケンスデータを得た。 
Miseqで得られた16S rRNAのシーケンスデータは、フリーソフトウェアのQIIME（バージョ
ン1.9.1）を用いて解析した111。UCLUSTアルゴリズム112を用いて97％の相同性でoperational 
taxonomic unit (OTU)の作成を行った。16S rRNAのシーケンスデータの配列とGreengenesデータ
ベース(August 2013 version)の細菌の遺伝子配列（参照配列）と比較することで、細菌種を同定
した。2章を通して、91サンプルから合計6,680,549リードが読み取られ、平均して、1サンプル
あたり73,412±4,606（平均±標準誤差）リードを得た。さらにQIIMEを使用して、生物分類学的
階級における門レベルから属レベルまでの細菌の相対存在量、Simpson多様性指数を用いたα多
様性、Weighted UniFrac距離を用いた主座標分析（PCoA）によるβ多様性を解析した。 
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2.2.8 菌叢解析 
得られたシーケンスデータより、門レベルと属レベルにおける細菌の相対存在量を解析した。
腸内細菌叢に存在する細菌種を0から1の相対存在量として示す。本研究ではTaxonomy summary
として、門レベルと属レベルに存在する菌の全体像を示し、その後、1章で述べている着目した
菌の詳細結果を示す。 
解析に使用した16S rRNA遺伝子は、細菌群で共通に存在する塩基配列でV1からV9までの9つ
の可変領域とその間に存在する定常領域で構成されている。可変領域を間に挟み、定常領域か
ら始まるプライマーを用いて菌叢解析が可能になるが、本実験ではV3-V4の可変領域をターゲ
ットとしてプライマーを設計した。V3-V4をターゲットとすることで、他の領域をターゲット
とするよりも最も多く細菌種を同定することができ、門レベルではほぼ100％の同定率を得ら
れ、属レベルでは約60％の同定率を得られることができる113。一方で種レベルになると同定率
は10％まで低下する113。そのため、本実験では同定可能な一番上のレベルである門レベルと、
約60％まで同定可能である属レベルの解析を行った。 
2.2.9 α多様性解析（Simpson Index） 
得られたシーケンスデータより、各個体の腸内細菌叢の種の多様性を解析する（α多様性解
析）。種多様性は種の豊富さ（Species richness）と種の均等度（Evenness）の2つの要素からなり、
この2つを考慮して種の多様性を数値で示したものがSimpson Indexとなる114。Simpson Indexは0
から1の値をとり、値が1に近づけば近づくほど、その個体の腸内細菌叢の多様性は高いとみな
される114。細菌の種数が多ければ、種が豊富であるとされSimpson Indexは1に近づく114。一方、
特定の種の個体数が多く、他の種の個体数が少ない場合、種の均等度が低いとされSimpson 
Indexは0に近づく114。なお、腸内細菌叢の種の多様性が高く、様々な菌の種類がバランス良く
存在することが、宿主にとってメリットとなると考えられており115、炎症性腸疾患、過敏性腸
 
25 
 
症候群、メタボリックシンドローム、心血管疾患など様々な疾患により種の多様性が低下する
115。 
2.2.10 β多様性解析 
各個体間の腸内細菌叢の構成を比較するためにβ多様性解析を行った。得られた各個体のシ
ーケンスデータから、各個体の腸内細菌叢の違いを0から1までの距離として求めた（UniFrac距
離）。2つの個体間のUniFrac距離が0の場合、2個体の腸内細菌叢の構成は100％一致しており、
UniFrac距離が1に近づくほど、2個体の腸内細菌叢の構成は異なることを意味する116,117。また、
UniFrac距離の算出には腸内細菌の存在比を加味して算出するWeighted UniFracと、腸内細菌の
存在比を無視して算出するUnweighted UniFracがあり、Weighted UniFracでは腸内細菌叢の菌組
成に基づいた類似性を反映し、Unweighted UniFracでは腸内細菌叢を構成する菌種メンバーの
みに基づいた類似性を反映している116,117。本研究では、両方の算出方法で解析を行い、特に顕
著に結果が見られたものについてのみ結果を示した。全個体間で得られたUniFrac距離を主座標
分析（Principal coordinate analysis：PCoA）することで、各個体間の腸内細菌叢の類似性を3次元
で可視化した116。 
2.2.11 統計 
各データは平均±標準誤差で表している。統計分析は、GraphPad Prism（バージョン6.03、
GraphPad Software Inc.アメリカ）を使用した。 
D’Agostino-Pearson test / Kolmogorov-Smirnov testを用いてデータの正規分布を調べ、F-value test 
/ Bartlett's testを用いてデータの分散を調べた。正規分布かつ等分散であった場合、2群間比較で
あればStudent’s t-testを行い、1要因3群以上の比較であればOne-way ANOVAを使用し、事後分析
としてTukeyの多重比較検定を行った。また、2要因の比較であればTwo-way ANOVAを使用し、
相互作用があれば事後分析としてTukeyの多重比較検定を行い、相互作用がなければ事後分析
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としてSidakの多重比較検定を行った。データが非正規分布または不等分散であった場合、1要
因の3群以上の比較であればKruskal-Wallis検定を使用し、事後分析としてDunnの多重比較検定
を行った。また、2要因の比較であればMann-Whitney検定またはKruskal-Wallis検定を使用し、事
後分析としてDunnの多重比較検定を行い、Benjamini, Krieger, and Yekutieli の two-stage linear 
step-up法によるFDR制御を行った。なお有意水準α<0.05を有意とみなした。腸内細菌叢の構成
比較はPermutational multivariate analysis of variance (PERMANOVA)を用いて統計量とp値を算出
した。統計量は2.2.10の項で述べたUniFrac距離から算出しており、統計量が大きいほど腸内細
菌叢がグループ間で異なることを意味する。なお、PERMANOVAはQIIMEによって行った。 
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2.3実験結果 
2.3.1 実験 1：イヌリン摂食が腸内細菌叢の構成に与える影響 
本実験では、高脂肪食に含まれている食物繊維が不溶性食物繊維であるセルロースであるた
め、セルロースをイヌリンのコントロールとして高脂肪食に添加した。予備実験において、セ
ルロースを 5％添加した高脂肪食とセルロースを添加していない高脂肪食を比較した
（Fig.2.1a）。なお、本実験における最大の添加量が 5％であるため、予備実験においても 5％添
加した群と添加していない群の比較を行った。その結果、マウスの体重（Fig.2.1b）、盲腸内 pH
（Fig.2.1d）、SCFA産生量（Fig.2.1e-i）、腸内細菌叢の多様性（Fig.2.1j）や構成（Fig.2.1k）に有
意差はなかった。 
したがって、セルロースを添加すること自体が腸内細菌叢の構成に与える影響はないか、も
しくはあったとしても小さいことがわかった。 
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Fig.2.1 予備実験：セルロース添加の影響 
(a) 予備実験のプロトコル、白と黒のバーは明期：暗期＝12h：12hの明暗条件を表している。薄緑色のバー
は高脂肪食（HFD）のみの餌を表し、青色のバーは高脂肪食に5％のCelluloseを添加した餌を表す。黒の矢
尻はサンプリング時間を表す。(b) サンプリング前体重。(c) 1匹あたりの1日平均の摂食量。(d) 10日間飼育
後の盲腸内pH。(e-i) 盲腸内のSCFA産生量。(e) 酢酸。(f) プロピオン酸。(g) 乳酸。 (h) 酪酸。(i) 総SCFA
量。(j) Simpson indexで示した腸内細菌叢のα多様性。(k) Weighted UniFrac距離で示した腸内細菌叢のβ多様
性。データは平均値±標準誤差で表す（(c)は群飼いのため標準誤差がついていない）。データのn数（(c)を除
く）(HFD (n=4); Cellulose (n=5))。高脂肪食群、高脂肪食+5％セルロースをそれぞれHFD、Celluloseと表す。 
 
29 
 
 
イヌリン摂食が腸内細菌叢の構成を変化させる可能性が示唆されている 46,104,105,118-121。そこで、
まずは本研究において、高脂肪食にイヌリンを添加した状態で腸内細菌叢にどのくらい影響す
るのかを調べた（Fig.2.2）。マウスは以下の 2群に分けた。Cellulose群：朝食と夕食の両方にセ
ルロースを 2.5％添加した高脂肪食を摂食させた。Inulin 群：朝食と夕食の両方にイヌリンを
2.5％添加した高脂肪食を摂食させた。マウスを各条件下で 10日間飼育し、その後 10〜11日目
に ZT20（朝食摂食から 4 時間後）または ZT4（夕食摂食から 4 時間後）でサンプリングを行
った（Fig.2.2）。 
 
Fig.2.2 実験 1：実験スケジュール 
白と黒のバーは明期：暗期＝12h：12hの明暗条件を表している。青色のバーは高脂肪食に5％の
Celluloseを添加した餌を表し、オレンジ色のバーは高脂肪食に5％の Inulinを添加した餌を表す。
黒の矢尻はサンプリング時間を表す。 
 
サンプリング前の体重は 2 群間で有意差はなく（Fig.2.3a）、摂食量にも 2 群間に大きな差は
なかった（Fig.2.3b）。 
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Fig.2.3 実験 1：体重と摂食量 
(a) サンプリング前の体重。(Cellulose群 (n=10); Inulin群 (n=10))。(b) 1匹あたりの1日平均の摂食
量。データは平均値±標準誤差で表す（(b)は群飼いのため標準誤差がついていない）。 
 
盲腸内 pH は、ZT20 と ZT4 の両方で、Cellulose 群よりも Inulin 群において有意に低かった
（Fig.2.4a）。プロピオン酸はZT4においてCellulose群よりもInulin群で有意に増加し（Fig.2.4c）、
乳酸はZT20においてCellulose群よりも Inulin群で有意に増加し、ZT4においてはCellulose群
よりも Inulin 群で増加傾向が見られた（Fig.2.4d）。また、Cellulose 群においては ZT20 と ZT4
の間で乳酸量が有意に異なっていた（Fig.2.4d）。酢酸、酪酸、総 SCFA 量には有意差は見られ
なかった（Fig.2.4b, e, f）。 
以上より、盲腸内 pH の低下、プロピオン酸と乳酸の増加が見られたことから、イヌリン摂
食によって腸内環境が良好になったことが考えられた。 
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Fig.2.4 実験 1：盲腸内 pH とSCFA 
(a) 10日間飼育後の盲腸内pH。(b-f) 盲腸内のSCFA産生量。(b) 酢酸。(c) プロピオン酸。(d) 乳
酸。 (e) 酪酸。(f) 総SCFA量。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (Cellulose群 
ZT20 (n=5), ZT4 (n=5); Inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5))。$$ p<0.01, $ p<0.05, Two-way ANOVA with 
Sidak’s post-hoc testを使用。# p<0.05, Mann-Whitney test with a two-stage linear step-up procedure of the 
Benjamini, Krieger, and Yekutieli testを使用。 
 
プロピオン酸と乳酸が増加し、盲腸内 pH が低下していたので、イヌリン摂食によって腸内
細菌叢の構成が変化した可能性が考えられた。そこで、マウスの糞便から 16S rRNAを抽出し、
腸内細菌叢の多様性を分析した。Simpson Index は Cellulose 群において ZT20 よりも ZT4 で有
意に高かった（Fig.2.5）。また、Simpson IndexはZT20においてCellulose群よりも Inulin群で有
意に高かったが、ZT4において有意差は見られなかった（Fig.2.5）。 
 
32 
 
 
Fig.2.5 実験 1：腸内細菌叢のα多様性 
Simpson indexで示した腸内細菌叢のα多様性。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 
(Cellulose群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=4); Inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5))。* p<0.05, Two-way ANOVA with 
Tukey’s post-hoc testを使用。 
 
次に各群の腸内細菌叢の構成を比較するために、Weighted UniFrac 距離による PCoA 分析を
行い、腸内細菌叢の構成の β多様性を測定した（Fig.2.6a）。本研究では、イヌリンが腸内細菌
叢の構成に与える影響に着目するため、セルロースとイヌリンの比較を主に行った（Fig.2.6b, 
c）。腸内細菌叢の構成は ZT20 において Cellulose 群と Inulin 群の間で有意に異なっていたが
（Fig.2.6b）、ZT4では有意な差は見られなかった（Fig.2.6c）。 
以上より、イヌリン摂食により腸内細菌叢の構成が変化するが、特に、朝食摂食4時間後に
おいて有意に構成が変化することが示唆された。 
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Fig.2.6 実験 1：腸内細菌叢のβ多様性 
(a) 全サンプルのβ多様性。(b) 朝食摂食4時間後（ZT20）におけるセルロースとイヌリンの構成
比較。(c) 夕食摂食4時間後（ZT4）におけるセルロースとイヌリンの構成比較。データのn数 
(Cellulose群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=4); Inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5))。PERMANOVAの結果を図中の
表に示す。 
 
イヌリン摂食により腸内細菌叢の構成が変化し、特に、朝食摂食 4時間後において有意な構
成変化が見られた。そこで、具体的にどの細菌が変化しているのかを調べるために、Cellulose
群と Inulin群における腸内細菌の相対存在量を調べた。実験 1で検出された各群の細菌叢の全
体像を門レベル（Fig.2.7a）と属レベル（Fig.2.7b）についてそれぞれ積み上げグラフで示す。本
実験で特に着目する細菌を赤枠で示し、その詳細結果をFig.2.8に示す。 
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Fig.2.7 実験 1：腸内細菌叢の相対存在量（全体像） 
(a) 門レベル。(b) 属レベル。データは平均値で表す。データのn数 (Cellulose群 ZT20 (n=5), ZT4 
(n=4); Inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5))。 
 
門レベルでは、Firmicutes の相対存在量が ZT20 において Cellulose 群よりも Inulin 群の方が
有意に減少した（Fig.2.8c）。しかし、BacteroidetesとProteobacteriaの相対存在量はCellulose群
と Inulin 群の間に有意な差は見られなかった（Fig.2.8a, b）。属レベルでは、Lactococcus と
Streptococcusの相対存在量がZT20において Inulin群で有意に減少し（Fig.2.8g, k）、Oscillospira
の相対存在量がZT4において Inulin群で有意に減少した（Fig.2.8h）。 
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Fig.2.8 実験 1：腸内細菌の相対存在量（詳細） 
(a-c) 門レベルにおける相対存在量（(a) : Bacteroidetes, (b) : Proteobacteria, (c) : Firmicutes）。(d-n) 属レベ
ルにおける相対存在量（(d) : Bifidobacterium, (e) : Butyricimonas, (f) : Odoribacter, (g) : Lactococcus, (h) : 
Oscillospira, (i): Desulfovibrio, (j) : Staphylococcus, (k) : Streptococcus, (l) : Dorea, (m) : Ruminococcus, (n) : 
Allobaculum）。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (Cellulose群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=4); 
Inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5))。** p<0.01, * p<0.05, Two-way ANOVA with Tukey’s post-hoc testを使
用。# p<0.05, Mann-Whitney test with a two-stage linear step-up procedure of the Benjamini, Krieger, and 
Yekutieli testを使用。 
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これらの結果から、イヌリンを添加した高脂肪食を摂食すると腸内細菌叢の構成が変化する
と考えられた。さらに、腸内細菌叢の変化はZT4（夕）よりもZT20（朝）で顕著であり、時間
帯によってイヌリン摂食の影響が異なることからも、イヌリンの摂食タイミングが腸内細菌叢
に異なる影響を与える可能性が考えられた。 
 
2.3.2 実験 2：時間制限給餌条件下におけるイヌリンの摂食タイミングが腸内細菌叢の構成に
与える影響 
実験 1の結果より、イヌリンは摂食時間に応じて腸内細菌叢に異なる影響を与えた可能性が
示唆された。特に、ZT20（朝食摂食から 4時間後）において、イヌリン摂食の効果が増加した
可能性が考えられた。しかし、実験 1 では、摂食パターンの影響を考慮していなかったため、
次の実験では、1 日 2 回の摂食条件下で、朝食または夕食のみのイヌリン摂食が腸内細菌叢に
どのように影響するかを調べた。ここではマウスを以下の 3群に分けた（Fig.2.9）。Cellulose群：
朝食と夕食の両方にセルロースを 5％添加した高脂肪食を与えた。Morning inulin群：朝食にイ
ヌリンを 5％添加した高脂肪食を与え、夕食にセルロースを 5％添加した高脂肪食を与えた。
Evening inulin 群：夕食にイヌリンを 5％添加した高脂肪食を与え、朝食にセルロースを 5％添
加した高脂肪食を与えた。マウスを各条件下で 10日間飼育し、その後 10〜11日目に朝食摂食
4時間後のZT20および夕食摂食 4時間後のZT4でサンプリングを行った（Fig.2.9）。 
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Fig.2.9 実験 2：実験スケジュール 
白と黒のバーは明期：暗期＝12h：12hの明暗条件を表している。青色のバーは高脂肪食に5％の
Celluloseを添加した餌を表し、オレンジ色のバーは高脂肪食に5％のイヌリンを添加した餌を表
す。黒の矢尻はサンプリング時間を表す。 
 
サンプリング前の体重は群間で統計的な有意差はなく（Fig.2.10a）、総摂食量にもグループ間
にも大きな差はなかった。しかし、イヌリン摂取量についてはMorning inulin群の方がEvening 
inulin群よりもわずかに多かった（Fig.2.10b）。 
 
Fig.2.10 実験 2：体重と摂食量 
(a) サンプリング前の体重。(Cellulose群 (n=10); Morning Inulin群 (n=10); Evening Inulin群 (n=10))。
(b) 1匹あたりの1日平均の摂食量。青色のバーはセルロースの摂食量を表し、オレンジ色のバーは
イヌリンの摂食量を表す。データは平均値±標準誤差で表す（(b)は群飼いのため標準誤差がついて
いない）。  
 
盲腸内 pHは、ZT20においてMorning inulin群が他の 2群よりも有意に低く、ZT4において
Evening inulin群が他の 2群よりも有意に低かった（Fig.2.11a）。酢酸、プロピオン酸、乳酸、酪
酸、および総SCFA 量は、ZT20 においてMorning inulin 群がCellulose 群とEvening inulin 群よ
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りも有意に増加していた（Fig.2.11b-f）。一方、ZT4においては乳酸を除いてEvening inulin群が
Cellulose群よりも有意に増加していた。（Fig.2.11b-f）。 
以上より、Morning inulin 群およびEvening inulin 群のいずれにおいても、イヌリン摂食 4 時
間後に盲腸内 pH の低下、SCFA の増加が見られたことから、朝食でも夕食でもイヌリン摂食
によって腸内環境が良好になったことが考えられた。特に乳酸産生量は Morning inulin 群のみ
で有意差がついたことから（Fig.2.11d）、朝食のイヌリン摂食が腸内環境をより良好にすること
が考えられた。 
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Fig.2.11 実験 2：盲腸内 pH とSCFA 
(a) 10日間飼育後の盲腸pH。(b-f) 盲腸内のSCFA産生量。(b) 酢酸。(c) プロピオン酸。(d) 乳酸。
(e) 酪酸。(f) 総SCFA量。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (Cellulose群 ZT20 
(n=5), ZT4 (n=5); Morning inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5); Evening inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5))。** 
p<0.01, * p<0.05, Two-way ANOVA with Tukey’s post-hoc testを使用。# p<0.05, Kruskal-Wallis test with 
Dunn post hoc test with a two-stage linear step-up procedure of the Benjamini, Krieger, and Yekutieli testを使
用。 
 
次に、マウスの糞便から 16S rRNAを抽出し、腸内細菌叢の多様性を分析した。Simpson Index
は、ZT20とZT4の両方で、Morning inulin群の方がCellulose群よりも有意に高かった（Fig.2.12）。 
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Fig.2.12 実験 2：腸内細菌叢のα多様性 
Simpson indexで示した腸内細菌叢のα多様性。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 
(Cellulose群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5); Morning inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5); Evening inulin群 ZT20 
(n=5), ZT4 (n=5))。# p<0.05, Kruskal-Wallis test with Dunn post hoc test with a two-stage linear step-up 
procedure of the Benjamini, Krieger, and Yekutieli testを使用。 
 
次に各群の腸内細菌叢の構成を比較するために、Weighted UniFrac 距離による PCoA 分析を
行い、腸内細菌叢の構成のβ多様性を測定した（Fig.2.13a）。腸内細菌叢の構成は、朝食摂食 4
時間後のZT20においてCellulose群とMorning inulin群の間で有意に異なり（Fig.2.13b）、また、
Morning inulin群とEvening inulin群の間で有意に異なっていた（Fig.2.13d）。一方、夕食摂食 4
時間後のZT4ではすべての群間で有意に異なっていた（Fig.2.13e-g）。 
以上より、朝食摂食 4時間後のZT20において、Morning inulin群のみで有意な細菌叢の構成
変化が見られたこと（Fig.2.13b）、夕食摂食 4時間後のZT4において、Morning inulin群は夕食
にイヌリンを摂食していないにもかかわらず（Fig.2.9）、有意な細菌叢の構成変化が見られたこ
とから（Fig.2.13e）、朝食のイヌリン摂食の方が夕食のイヌリン摂食よりも、腸内細菌叢の構成
を大きく変化させることが示された。 
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Fig.2.13 実験 2：腸内細菌叢のβ多様性 
(a) 全サンプルのβ多様性。(b-d) 朝食摂食4時間後（ZT20）における各群間の構成比較。(e-g) 夕
食摂食4時間後（ZT4）における各群間の構成比較。データのn 数 (Cellulose群 ZT20 (n=5), ZT4 
(n=5); Morning inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5); Evening inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5))。
PERMANOVAの結果を図中の表に示す。 
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朝食のイヌリン摂食により腸内細菌叢の構成が大きく変化したことが考えられた。そこで、
具体的にどの細菌が変化しているのかを調べるために、各群における腸内細菌の相対存在量を
調べた。実験2で検出された各群の細菌叢の全体像を門レベル（Fig.2.14a）と属レベル（Fig.2.14b）
についてそれぞれ積み上げグラフで示す。本実験で特に着目する細菌を赤枠で示し、その詳細
結果をFig.2.15に示す。 
 
Fig.2.14 実験 2：腸内細菌叢の相対存在量（全体像） 
(a) 門レベル。(b) 属レベル。データは平均値で表す。データのn数 (Cellulose群 ZT20 (n=5), ZT4 
(n=5); Morning inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5); Evening inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5))。 
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門レベルでは、Bacteroidetesの相対存在量がZT20においてMorning inulin群の方がCellulose
群よりも有意に増加した（Fig.2.15a）。一方、Firmicutesの相対存在量がZT20においてMorning 
inulin群の方がCellulose群とEvening inulin群よりも有意に減少し、ZT4においてEvening inulin
群の方が Cellulose 群よりも有意に減少した（Fig.2.15c）。属レベルでは、Lactococcus の相対存
在量が、ZT20とZT4の両方においてMorning inulin群で有意に減少し、ZT4においてEvening 
inulin群で有意に減少した（Fig.2.15g）。また、Staphylococcusの相対存在量はMorning inulin群
において減少する傾向を示した（Fig.2.15j）。一方、DoreaとAllobaculumの相対存在量はMorning 
inulin群において有意に増加した（Fig.2.15l, n）。 
以上の相対存在量の結果をみると、Cellulose 群と比較して Morning inulin 群では多くの腸内
細菌の相対存在量が有意に変化している（Fig.2.15a, c, g, j, l, n）。つまり、朝食のイヌリン摂食
の方がより多くの腸内細菌の相対存在量を変化させ、腸内細菌叢の構成に大きく変化させると
考えられる。 
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Fig.2.15 実験 2：腸内細菌の相対存在量（詳細） 
(a-c) 門レベルにおける相対存在量（(a) : Bacteroidetes, (b) : Proteobacteria, (c) : Firmicutes）。(d-n) 属レ
ベルにおける相対存在量（(d) : Bifidobacterium, (e) : Butyricimonas, (f) : Odoribacter, (g) : Lactococcus, 
(h) : Oscillospira, (i): Desulfovibrio, (j) : Staphylococcus,, (k) : Streptococcus, (l) : Dorea, (m) : Ruminococcus, 
(n) : Allobaculum）。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (Cellulose群 ZT20 (n=5), ZT4 
(n=5); Morning inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5); Evening inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5))。** p<0.01, 
Two-way ANOVA with Tukey’s post-hoc testを使用。# p<0.05, Kruskal-Wallis test with Dunn post hoc test 
with a two-stage linear step-up procedure of the Benjamini, Krieger, and Yekutieli testを使用。 
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これらの盲腸内 pH、SCFA、β多様性、腸内細菌の相対存在量の結果より（Fig.2.11, Fig.2.13, 
Fig.2.15）、イヌリンを夕食に摂食するよりも朝食に摂食したほうが腸内細菌叢に大きく影響し
たことが考えられた。しかしながら、イヌリンの摂食量を比較すると、朝食の摂食量がわずか
に高かった（Fig.2.10b）。つまり、朝食にイヌリンを多く摂食したため、腸内細菌叢に大きく影
響した可能性が考えられた。そこで、摂食量の違いによる影響を除くために、次の実験では 1
日 2回等量を給餌する装置を用いて実験した。 
 
2.3.3 実験 3：摂食量制限給餌条件下におけるイヌリンの摂食タイミングが腸内細菌叢の構成
に与える影響 
この実験では、1日 2回、ZT12（朝食）とZT20（夕食）にそれぞれ 1.8 gの餌を与えること
による朝・夕の給餌量制限の実験を行った。マウスを以下の 3群に分けた（Fig.2.16）。Cellulose
群：朝食と夕食にセルロースを 5％添加した高脂肪食を 1.8g与えた。Morning inulin群：朝食に
イヌリンを5％添加した高脂肪食を1.8 g与え、夕食にセルロースを5％添加した高脂肪食を1.8 
g与えた。Evening inulin群：夕食にイヌリンを 5％添加した高脂肪食を 1.8 g与え、朝食にセル
ロースを 5％添加した高脂肪食を 1.8 g与えた。マウスを各摂食条件下で 14日間飼育し、その
後 14〜15日目のZT20およびZT4にサンプリングを行った（Fig.2.16）。 
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Fig.2.16 実験 3：実験スケジュール 
白と黒のバーは明期：暗期＝12h：12hの明暗条件を表している。青色の円柱は高脂肪食に5％の
Celluloseを添加した1.8g の餌を表し、オレンジ色の円柱は高脂肪食に5％のイヌリンを添加した
1.8gの餌を表す。黒の矢尻はサンプリング時間を表す。 
 
サンプリング前の体重について群間で有意な差はなかった（Fig.2.17）。 
 
Fig.2.17 実験 3：体重 
サンプリング前の体重。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (Cellulose群 (n=8); 
Morning inulin群 (n=5); Evening inulin群(n=5))。 
 
盲腸内 pHは、朝食後（ZT20）と夕食後（ZT4）のCellulose群よりもMorning inulin群および
Evening inulin群で有意に低く、さらに、Evening inulin群よりもMorning inulin群で有意に低か
った（Fig.2.18a）。プロピオン酸、乳酸、酪酸、および総SCFA量は、ZT20のCellulose群より
もMorning inulin 群で有意に増加した（Fig.2.18c-f）。一方、プロピオン酸のみ ZT4 のCellulose
群よりもEvening inulin群で有意に増加した（Fig.2.18c）。 
以上より、Morning inulin 群においてもEvening inulin 群においても、Cellulose 群と比較して
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盲腸内 pH が低下するが、特に Morning inulin 群が Evening inulin 群よりも低下すること
（Fig.2.18a）。乳酸、酪酸、総SCFA 量がMorning inulin 群のみで有意な増加が見られたことか
ら（Fig.2.18d-f）、等食条件下においても、朝食のイヌリン摂食の方が夕食のイヌリン摂食より
も、腸内環境を良好にすることが分かった。 
 
Fig.2.18 実験 3：盲腸内 pH とSCFA 
(a) 14日間飼育後の盲腸pH。(b-f) 盲腸内のSCFA産生量。(b) 酢酸。(c) プロピオン酸。(d) 乳酸。 
(e) 酪酸。(f) 総SCFA量。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (Cellulose群 ZT20 
(n=4), ZT4 (n=4); Morning inulin群 (n=5); Evening inulin群 (n=5))。$$ p<0.01, $ p<0.05, Two-way 
ANOVA with Sidak’s post-hoc testを使用。# p<0.05, Mann-Whitney test with a two-stage linear step-up 
procedure of the Benjamini, Krieger, and Yekutieli testを使用。 
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次に、マウスの糞便から 16S rRNAを抽出し、腸内細菌叢の多様性を分析した。Simpson Index
は、いずれの群間にも有意差はなかった（Fig.2.19）。 
 
Fig.2.19 実験 3：腸内細菌叢のα多様性 
Simpson indexで示した腸内細菌叢のα多様性。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 
(Cellulose群 ZT20 (n=4), ZT4 (n=4); Morning inulin群 (n=5); Evening inulin群 (n=5))。 
 
次に各群の腸内細菌叢の構成を比較するためにβ多様性を測定した（Fig.2.20a）。腸内細菌叢
の構成はCellulose群とMorning inulin群の間で有意に異なっていたが（Fig.2.20b）、Cellulose群
とEvening inulin群の間には有意差は見られなかった（Fig.2.20c）。 
以上より、Cellulose群とMorning inulin群のみで有意な細菌叢の構成変化が見られ、Cellulose
群と Evening inulin 群で有意な細菌叢の構成変化が見られなかったことから（Fig.2.20b, c）、等
量の食条件下においても、朝食のイヌリン摂食の方が夕食のイヌリン摂食よりも、腸内細菌叢
の構成を大きく変化させることが分かった。 
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Fig.2.20 実験 3：腸内細菌叢のβ多様性 
(a) 全サンプルのβ多様性。(b) 朝食摂食開始8時間後（ZT20）におけるセルロースとイヌリンの
構成比較。(c) 夕食摂食開始8時間後（ZT4）におけるセルロースとイヌリンの構成比較。データ
のn数 (Cellulose群 ZT20 (n=4), ZT4 (n=4); Morning inulin群 (n=5); Evening inulin群 (n=5))。
PERMANOVAの結果を図中の表に示す。 
 
等量の食餌条件下においても、朝食のイヌリン摂食により腸内細菌叢の構成が大きく変化し
たことが分かった。次に、具体的にどの細菌が変化しているのかを調べるために、各群におけ
る腸内細菌の相対存在量を調べた。実験 3 で検出された各群の細菌叢の全体像を門レベル
（Fig.2.21a）と属レベル（Fig.2.21b）についてそれぞれ積み上げグラフで示す。本実験で特に着
目する細菌を赤枠で示し、その詳細結果をFig.2.22に示す。 
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Fig.2.21 実験 3：腸内細菌叢の相対存在量（全体像） 
(a) 門レベル。(b) 属レベル。データは平均値で表す。データのn数 (Cellulose群 ZT20 (n=4), ZT4 
(n=4); Morning inulin群 (n=5); Evening inulin群 (n=5))。 
 
門レベルでは、Proteobacteriaの相対存在量がZT4においてEvening inulin群で有意に減少し
た（Fig.2.22b）。一方、Bacteroidetes、Firmicutesの相対存在量はMorning inulin群とEvening inulin
群で有意な変化は見られなかった（Fig.2.22a, c）。属レベルについては、Butyricimonas の相対存
在量はMorning inulin群で有意に増加したが（Fig.2.22e）、Lactococcus、Oscillospira、Desulfovibrio、
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Staphylococcus の相対存在量は Morning inulin 群で有意に減少した（Fig.2.22g, h, i, j）。一方、
Odoribacter、Oscillospiraの相対存在量はEvening inulin群で有意に減少した（Fig.2.22f, h）。 
 以上の相対存在量の結果をみると、相対存在量が変化した細菌数は、Evening inulin群よりも
Morning inulin群の方が多い（Morning inulin群：5種、Evening inulin群：2種）。つまり、朝食
のイヌリン摂食の方がより腸内細菌叢の構成に影響することが分かった。 
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Fig.2.22 実験 3：腸内細菌の相対存在量（詳細） 
(a-c) 門レベルにおける相対存在量（(a) : Bacteroidetes, (b) : Proteobacteria, (c) : Firmicutes）。(d-n) 属レ
ベルにおける相対存在量（(d) : Bifidobacterium, (e) : Butyricimonas, (f) : Odoribacter, (g) : Lactococcus, 
(h) : Oscillospira, (i): Desulfovibrio, (j) : Staphylococcus,, (k) : Streptococcus, (l) : Dorea, (m) : Ruminococcus, 
(n) : Allobaculum）。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (Cellulose群 ZT20 (n=4), ZT4 
(n=4); Morning inulin群 (n=5); Evening inulin群 (n=5))。$ p<0.05, Two-way ANOVA with Sidak’s post-
hoc testを使用。# p<0.05, Mann-Whitney test with a two-stage linear step-up procedure of the Benjamini, 
Krieger, and Yekutieli testを使用。 
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これらの盲腸内 pH、SCFA、β多様性、腸内細菌の相対存在量の結果より（Fig.2.18, Fig.2.20, 
Fig.2.22）、朝食と夕食のイヌリンの摂食量が等しくても、朝食のイヌリン摂食の方が夕食のイ
ヌリン摂食よりも腸内細菌叢に大きく影響することが考えられた。 
2.3.4 実験 4：絶食時間を等しくした条件におけるイヌリン摂食タイミングと腸内細菌叢の関
係性 
実験 3 では、朝食のイヌリン摂食が腸内細菌叢に大きく影響を与える可能性が示唆された。
この時、朝食と夕食の影響の差は絶食時間の違いによるものと考えた。朝食のイヌリン摂食は
前の夕食摂食から 16 時間絶食しており、夕食のイヌリン摂食は前の朝食摂食から 8 時間絶食
している。つまり、夕食摂食までの絶食時間よりも朝食摂食までの絶食時間の方が長い。した
がって、この絶食時間の長さの違いが腸内細菌叢への影響の差として現れた可能性が考えられ
た。この仮説を検証するために、ZT12（朝食）またはZT20（夕食）に 3.6 gの餌をマウスに与
え、1 日 1 回の食事にして絶食時間が等しい条件で実験を行った。マウスは以下の 4 群に分け
た（Fig.2.23）。Morning cellulose 群：朝食にセルロースを 2.5％添加した高脂肪食を 3.6 g 与え
る。Morning inulin群：朝食にイヌリンを 2.5％添加した高脂肪食を 3.6 g 与える。Evening cellulose
群：夕食にセルロースを 2.5％添加した高脂肪食を 3.6 g 与える。Evening inulin群：夕食にセル
ロースを 2.5％添加した高脂肪食を 3.6 g 与える。マウスを各条件下で 14 日間飼育し、その後
14〜15日目にZT20およびZT4でサンプリングを行った（Fig.2.23）。 
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Fig.2.23 実験 4：実験スケジュール 
白と黒のバーは明期：暗期＝12h：12hの明暗条件を表している。青色の円柱は高脂肪食に2.5％の
Celluloseを添加した3.6g の餌を表し、オレンジ色の円柱は高脂肪食に2.5％のイヌリンを添加した
3.6gの餌を表す。黒の矢尻はサンプリング時間を表す。 
 
サンプリング前の体重は、Morning cellulose群がEvening cellulose群と比較して有意に減少し、
Morning inulin群がEvening inulin群と比較して有意に減少した。（Fig.2.24）。 
 
Fig.2.24 実験 4：体重 
サンプリング前の体重。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (Morning Cellulose群 
(n=6); Morning inulin群 (n=6); Evening cellulose群 (n=6); Evening inulin群(n=6))。# p<0.05, Mann-
Whitney test with a two-stage linear step-up procedure of the Benjamini, Krieger, and Yekutieli testを使用。 
 
盲腸内 pH は、Morning cellulose 群および Evening cellulose 群よりもMorning inulin 群および
Evening inulin群の方で有意に低かった（Fig.2.25a）。プロピオン酸は、Morning cellulose群より
もMorning inulin群で有意に増加し、Evening cellulose群よりもEvening inulin群で増加傾向であ
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った（Fig.2.25c）。乳酸は、Morning cellulose群よりもMorning inulin群で有意に増加し、Evening 
cellulose群よりもEvening inulin群で有意に増加した（Fig.2.25d）。酪酸は、Morning cellulose群
よりもMorning inulin群で増加傾向であり、Evening cellulose群よりもEvening inulin群で有意に
増加した（Fig.2.25e）。総SCFA量には有意な変化が見られなかった（Fig.2.25f）。 
以上の結果より、実験 3 で見られていた盲腸内 pH における、Morning inulin 群と Evening 
inulin群との間の有意差（Fig.2.18a）が、実験 4では見られなくなった（Fig.2.25a）。実験 3で見
られていた乳酸と酪酸における、Morning inulin群のみの有意な増加（Fig.2.18d, e）が、実験 4
では Evening inulin 群でも有意に増加していた（Fig.2.25d, e）。以上から、絶食時間を統一した
実験4では実験3で見られていた朝食イヌリン摂食と夕食イヌリン摂食の差が見られなくなっ
た。つまり、朝食のイヌリン摂食が腸内環境を良好にするという結果は、朝食前の長い絶食時
間が原因であると考えられる。 
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Fig.2.25 実験 4：盲腸内 pH とSCFA 
(a) 14日間飼育後の盲腸pH。(b-f) 盲腸内のSCFA産生量。(b) 酢酸。(c) プロピオン酸。(d) 乳酸。 
(e) 酪酸。(f) 総SCFA量。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数  (Morning Cellulose群 
(n=6); Morning inulin群 (n=6); Evening cellulose群 (n=6); Evening inulin群(n=6))。$ p<0.05, Two-way 
ANOVA with Sidak’s post-hoc testを使用。# p<0.05, Mann-Whitney test with a two-stage linear step-up 
procedure of the Benjamini, Krieger, and Yekutieli testを使用。 
 
次に、マウスの糞便から 16S rRNAを抽出し、腸内細菌叢の多様性を分析した。Simpson Index
は、Evening cellulose群よりもMorning cellulose群で有意に高かった（Fig.2.26）。 
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Fig.2.26 実験 4：腸内細菌叢のα多様性 
Simpson indexで示した腸内細菌叢のα多様性。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 
(Morning Cellulose群 (n=6); Morning inulin群 (n=6); Evening cellulose群 (n=6); Evening inulin群
(n=6))。# p<0.05, Mann-Whitney test with a two-stage linear step-up procedure of the Benjamini, Krieger, and 
Yekutieli testを使用。 
 
次に各群の腸内細菌叢の構成を比較するためにβ多様性を測定した（Fig.2.27a）。腸内細菌叢
の構成は、朝食摂食開始 8時間後（ZT20）においても夕食摂食開始 8時間後（ZT4）において
もセルロースとイヌリンの間に有意差はなかった（Fig.2.27b, c）。 
実験 3 では朝食摂食開始 8 時間後のZT20 においてのみ、セルロース摂食とイヌリン摂食で
腸内細菌叢の構成に有意差が見られていたが（Fig2.20b）、実験 4では朝食摂食開始 8時間後の
ZT20 でも夕食摂食開始 8 時間後のZT4 でも、セルロース摂食とイヌリン摂食の間に有意な差
が見られなくなった（Fig.2.27b）。以上より、絶食時間の統一により実験 3で見られていた朝食
イヌリン摂食と夕食イヌリン摂食の差が見られなくなった。つまり、朝食のイヌリン摂食が腸
内細菌叢の構成に大きく影響するという結果は、朝食前の絶食時間が長かったためであると考
えられる。 
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Fig.2.27 実験 4：腸内細菌叢のβ多様性 
(a) 全サンプルのβ多様性。(b) 朝食摂食開始8時間後（ZT20）におけるセルロースとイヌリンの
構成比較。(c) 夕食摂食開始8時間後（ZT4）におけるセルロースとイヌリンの構成比較。データ
のn数 (Morning Cellulose群 (n=6); Morning inulin群 (n=6); Evening cellulose群 (n=6); Evening inulin
群(n=6))。PERMANOVAの結果を図中の表に示す。 
 
また、各群における腸内細菌叢の構成の詳細を調べるため、腸内細菌の相対存在量を測定し
た。実験 4で検出された各群の細菌叢の全体像を門レベル（Fig.2.28a）と属レベル（Fig.2.28b）
についてそれぞれ積み上げグラフで示す。本実験で特に着目する細菌を赤枠で示し、その詳細
結果をFig.2.29に示す。 
 
59 
 
 
Fig.2.28 実験 4：腸内細菌叢の相対存在量（全体像） 
(a) 門レベル。(b) 属レベル。データは平均値で表す。データのn数 (Morning Cellulose群 (n=6); 
Morning inulin群 (n=6); Evening cellulose群 (n=6); Evening inulin群(n=6))。 
 
 
門レベルでは、Bacteroidetes、Proteobacteria、Firmicutes の相対存在量は Morning inulin 群と
Evening inulin 群で有意な変化は見られなかった（Fig.2.29a-c）。属レベルでは、Bifidobacterium
と Allobaculum の相対存在量は Morning inulin 群で有意に増加し（Fig.2.29d, n）、Oscillospira、
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Streptococcus、Ruminococcus の相対存在量は Morning inulin 群で有意に減少した（Fig.2.29h, k, 
m）。一方、DoreaとAllobaculumの相対存在量はEvening inulin群で有意に増加し（Fig.2.29l, n）、
Lactococcusと Staphylococcusの相対存在量はEvening inulin群で有意に減少した（Fig.2.29g, j）。 
 
Fig.2.29 実験 4：腸内細菌の相対存在量（詳細） 
(a-c) 門レベルにおける相対存在量（(a) : Bacteroidetes, (b) : Proteobacteria, (c) : Firmicutes）。(d-n) 属レ
ベルにおける相対存在量（(d) : Bifidobacterium, (e) : Butyricimonas, (f) : Odoribacter, (g) : Lactococcus, 
(h) : Oscillospira, (i): Desulfovibrio, (j) : Staphylococcus, (k) : Streptococcus, (l) : Dorea, (m) : Ruminococcus, 
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(n) : Allobaculum）。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (Morning Cellulose群 (n=6); 
Morning inulin群 (n=6); Evening cellulose群 (n=6); Evening inulin群(n=6))。$$ p<0.01, Two-way 
ANOVA with Sidak’s post-hoc testを使用。## p<0.01, Mann-Whitney test with a two-stage linear step-up 
procedure of the Benjamini, Krieger, and Yekutieli testを使用。 
 
 これらの盲腸内pH、SCFA、β多様性の結果より（Fig.2.25, Fig.2.27）、絶食時間の統一でMorning 
inulin群とEvening inulin群の差が見られなくなったことから、実験 3で見られた、朝食イヌリ
ン摂食と夕食イヌリン摂食の差は絶食時間の違いによるものであると考えられた。 
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2.4.考察 
本実験では、イヌリン摂食によって、盲腸内pHの低下（Fig.2.4a, Fig.2.11a, Fig2.18a）、SCFA産
生量の増加（Fig2.4c-d, Fig.2.11b-f, Fig2.18c-f）、腸内細菌叢の構成変化（Fig.2.6b, Fig2.13b, e, f, 
Fig.2.20b）が確認された。SCFAは肝臓や筋肉においてエネルギー代謝に利用されたり、大腸に
おいて免疫機能の改善に利用されたりするため、宿主の健康のために重要であると考えられる
38,39,122。また、盲腸内pHの低下は大腸菌やウェルシュ菌などの有害菌の増殖を抑えることがで
き、腸内環境を良好に保つことができる5,40。さらに、イヌリン摂食が腸内細菌叢に与える影響
は、イヌリン摂食のタイミングに依存している可能性が考えられた（Fig.2.6b）。朝食または夕
食にイヌリンを与えたところ、朝食の方が夕食に比べて腸内細菌叢に与える影響が大きかった
（Fig.2.18a, c-f, Fig.2.20b）。これは絶食時間が関係しており、朝食摂食までの絶食時間が長いこ
とが原因だと考えられた。実際、実験4で絶食時間を等しくさせた場合においては、朝食と夕食
のイヌリン摂食で盲腸内pHまたはSCFAの産生量に朝夕の差はなかった（Fig.2.25a, c, d, e）。 
ここで絶食時間の長さと腸内細菌叢の関係性について考察する。先行研究より、食物が胃に
入り、胃壁が刺激されると中枢を介して蠕動運動が発生する123。この時、絶食時間が長いほど
この反応は大きくなり、蠕動運動が促進される123。さらに、長い絶食（36時間）後の再給餌に
より大腸上皮細胞のターンオーバーが促進され乳酸産生菌が増加する39。一方で、モルヒネ投
与によって消化管におけるコリン作動性神経活動を抑制し、蠕動運動を抑制させた便秘モデル
のラットにおいては、腸内細菌叢の種の豊富さが低下し、ウェルシュ菌などの悪玉菌が増加す
る124。また、食物の腸管通過時間の長さとインドールやフェニル硫酸などの腸内腐敗産物の産
生量に正の相関がある125。以上の報告から、長い絶食時間後の朝食摂食により蠕動運動が促進
されたことが腸内細菌叢に良い影響を与え、その時にイヌリンを摂食したことで、イヌリンが
有効に腸内細菌叢に影響し、腸内環境が改善したと考えられる。実際のヒトの生活を考えると、
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一般的に3回の食事のうち夕食から朝食までの絶食時間が最も長い。したがって、本実験の結
果は、ヒトでは朝食のイヌリン摂食が、腸内細菌叢の構成を大きく変化させるのに最も効果的
であると期待できる。実験4において、1日1食の摂食スケジュールによる検証を行ったが、ヒト
における先行研究では、食事前の絶食時間が特に長い朝食を欠食してしまうと、その後の昼食
で反応する蠕動運動が抑えられ便秘傾向となる123。つまり、長すぎる絶食は腸内細菌叢に悪影
響を与えることが考えられ、実験4でもその悪影響が生じていることも考えられる。そこで、本
実験で用いた1日1食の摂食スケジュールの他にも、絶食時間が均等になるような摂食モデルを
用いて検証する必要があるだろう。その摂食モデルの例として、ZT0とZT12に給餌する12時間
絶食の1日2食モデル126、ZT0，ZT8，ZT16に給餌する8時間絶食の1日3食モデル127、ZT0から4時
間おきに6食を給餌する4時間絶食の1日6食モデルが挙げられる128。これらの摂食モデルを使用
することで、絶食時間と食の影響との関係を明確にすることができると考えられる。 
蠕動運動は食物が胃に入った時に亢進されるが、その時以外にも、蠕動運動には日内リズム
が存在し、覚醒時に亢進し睡眠前に低下する129。そのため、絶食時間の長さに関係なく摂食タ
イミングそのものが蠕動運動の亢進具合を変え、腸内細菌叢に与える影響も変化すると考えら
れる。実験4の詳細な腸内細菌の相対存在量の結果において（Fig.2.29）、絶食時間の等しい
Morning cellulose群とEvening cellulose群で、Oscillospira（Fig.2.29h）やRuminococcus（Fig.2.29m）
など一部の細菌が異なる存在量になっているのは、この蠕動運動の日内リズムが影響している
のかもしれない。 
先行研究において、ヒトとマウスの両方で、イヌリン摂食によりBifidobacteriaやAkkermancia 
muciniphilaが増加し、グラム陽性球菌が減少することが報告されている118-121。実験1～4を通し
て、グラム陽性球菌であるStreptococcusとStaphylococcusは減少したが（Fig.2.8k, Fig.2.15j, 
Fig.2.22k, Fig.2.29j, k）、Akkermanciaは実験1～4のいずれにおいても有意な増加は見られなかっ
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た（Fig.2.7b, Fig.2.14b, Fig.2.21b, Fig.2.28b）。本実験結果ではAkkermanciaは有意に増加しておら
ず（Fig.2.7b, Fig.2.14b, Fig.2.21b, Fig.2.28b）、先行研究と結果の差異が生じているが、その理由と
して、イヌリンの重合度が考えられる。序論でも述べたが、イヌリンはフルクトースをモノマ
ーとして、食材中では2〜60個のフルクトース分子がβ-グリコシド結合によって結合した構造
をしている103。本実験で使用したイヌリンは、人工的に合成され16個のフルクトースが結合し
たものであった（重合度：16）103。食材中に含まれるイヌリンの平均重合度数が32～34である
こと103を考慮すると、本実験で使用したイヌリンの重合度は小さい。精製された平均重合度が
10のイヌリンと平均重合度が4の短鎖イヌリンをマウスに与えた研究では119、短鎖イヌリンを
与えた方が長鎖イヌリンを与えた時よりもBifidobacteriaceae、Lactobacillaceae、Akkermansiaの相
対存在量が増加した119。また、短鎖イヌリンの方が細菌の相対存在量を増加させた理由として
加水分解のされやすさが関係しており、小さい重合度の方が腸内細菌の持つ酵素によってより
速くグルコースにまで分解されたためだと考えられている119。本実験と異なる結果となった先
行研究118-121で使用されたイヌリンの重合度はわからないが、今回用いたイヌリンより重合度が
小さいか、重合度の小さいイヌリンが多数含まれていた可能性が、差異が生じた理由の一つと
して考えられるだろう。 
次に本実験で有意な減少が見られたグラム陽性球菌（StreptococcusとStaphylococcus）に着目
する（Fig.2.8k, Fig.2.15j, Fig.2.22k, Fig.2.29j, k）。Streptococcusは乳酸を産生することが知られて
いるが130,131、Streptococcus mutansは2型糖尿病患者で増加しており、高カロリー食によって増加
する132。さらに、Staphylococcus aureusは肥満患者で増加しており、Staphylococcusの相対存在量
はエネルギー摂取量と正の相関がある22,23。本実験での、16S rRNAのV3-V4領域をターゲットと
したシーケンスでは種レベルの同定率が約10％程度と低くなるという特性上113、種レベルの解
析は行っていないが、StreptococcusとStaphylococcusの相対存在量の減少は2型糖尿病の予防や肥
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満の予防と相関するかもしれない。 
次に、イヌリン摂食によって産生されたSCFAに着目する（Fig2.4c-d, Fig.2.11b-f, Fig2.18c-f）。
腸管内で産生されたSCFAが肥満を抑制する経路が報告されている122（Fig.2.30）。腸管で産生さ
れたSCFAは腸管上皮細胞中のMonocarboxylate transporter 1（MCT1）というトランスポーターに
よって血中へと輸送される133。短鎖脂肪酸受容体の1つであるGPR43は白色脂肪に多く発現し
ており、この脂肪細胞中のGPR43に短鎖脂肪酸（特に酢酸とプロピオン酸）が結合すると、活
性化したGPR43が脂肪細胞のインスリン受容体に働きかけ、インスリンの感受性を低下させる
122。すると脂肪細胞への過剰なエネルギーの取り込みが抑制されて、脂肪の蓄積を抑制するこ
とができる122。また、腸管で産生されたSCFAは腸管内分泌細胞からのホルモン分泌にも影響す
る133。つまり、大腸L細胞に存在する短鎖脂肪酸受容体のGPR41とGPR43に結合することで、
glucagon like peptide-1（GLP-1）やpeptide YY（PYY）の血中への分泌を促進する133。GLP-1は膵
臓のβ細胞に存在するGLP-1受容体に結合し、インスリン分泌を促進させ、血糖値上昇を抑制す
る134。また、PYYは脳の視床下部のY2受容体に作用し、食欲を抑制する135。以上の先行研究よ
り22,23,122,130-133、イヌリン摂食による腸内細菌の変化およびSCFA産生が肥満予防と2型糖尿病予
防に効果的であることが考えられる。また、実験3の結果から、夕食のイヌリン摂食よりも朝食
のイヌリン摂食によって、Staphylococcusの有意な減少（Fig.2.22j）、短鎖脂肪酸（乳酸、酪酸、
総SCFA量）の有意な増加（Fig.2.18d-f）が見られた。つまり、夕食よりも朝食にイヌリンを摂
食することで、肥満予防や2型糖尿病予防に効果的であることが考えられる。 
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Fig.2.30 イヌリン摂食によるSCFA産生が肥満抑制に与える影響 
 
実験1と実験2ではイヌリン摂食によりSimpson indexが増加したが（Fig.2.5, Fig.2.12）、実験3と
実験4ではその効果が見られなかった（Fig.2.19.、Fig.2.26）。この理由として餌の摂食量が実験
1・2と比較して実験3・4では少なかったためであると考える。先行研究では、マウスの1日の摂
食量を自由摂食の70％に制限し寿命を迎えるまで与え続けると、Lactobacillusなどの乳酸産生
菌が増加し、乳酸産生菌の相対存在量と寿命が正に相関した136。この結果は、カロリー制限が
良好な腸内細菌叢を誘導し、宿主の寿命を延ばすような効果を促進していることを示唆してい
る136。実験1・2のCellulose群のSimpson indexの値は0.6～0.7付近だが（Fig.2.5, Fig.2.12）、実験3・
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4のCellulose群の値は0.9付近となっている（Fig.2.19.、Fig.2.26）。つまり、実験3・4において摂
食量を制限したこと自体が腸内細菌叢の多様性を増大させ、イヌリンによる腸内細菌叢の多様
性増加が評価しにくくなったことが考えられる。 
本実験では、サンプル数をn=4~6で実験した。しかし、このサンプル数では十分な検出力は
得られない。例えば、実験3において効果量＝0.5、有意水準＝0.05としてG*power（バージョン
3.1.9.6、Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf、ドイツ）を用いて検出力を算出すると0.35となる。
慣例的に必要となる検出力が0.8であることを踏まえ137、必要となるサンプル数をG*powerで算
出すると、各群n=12が必要となる。また、β多様性の統計手法であるPERMANOVAの計算方法
を報告した論文において138、十分な検出力を得るためのサンプル数の記載はされていないが、
PERMANOVAの計算例として総サンプル数をN=30として説明しており、必要なサンプル数の
一例となるだろう。今後、サンプル数を増やし、検出力を上げたうえで、同様の実験を行い、
より本研究の検定結果の信頼性を上げる必要がある。 
2.5 小括 
朝食のイヌリン摂食は夕食の摂食よりも盲腸pHを低下させ、SCFA産生を促し、腸内微生物
叢の構成を変化させた。そして、朝食のイヌリン摂食と夕食のイヌリン摂食の結果の違いは、
摂食までの絶食時間の長さによるものだと考えられ、絶食時間と腸内細菌叢に影響を与える食
事刺激との間に関係がある可能性があることを示唆している。 
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3章. 大豆タンパク質の摂取タイミングの違いがマウスの腸内細菌叢に及ぼす影響の検証 
3.1 序論 
本章はMDPI（Nutrients）により発行された“The timing effects of soy protein intake on mice gut 
microbiota.”を元に再構成されたものである。 
 
レジスタントプロテインとは、体内の消化酵素で分解されにくく、大腸にまで届くタンパク
質である52。タンパク質は通常、小腸で吸収されるが、一部のタンパク質は小腸を通過して大
腸に到達する51。大腸にまで届いたタンパク質は、アミノ酸に代謝されるだけでなく、さらに
ピルビン酸にまで代謝され、その結果、各細菌の持つSCFA産生経路が活性化され、SCFA産生
量が増加する52。ピルビン酸へと代謝されるアミノ酸は20個のアミノ酸のうち、アラニン、グ
リシン、システイン、セリン、トレオニン、トリプトファンである52。またアスパラギン、アス
パラギン酸はオキサロ酢酸に分解されるが、オキサロ酢酸の一部は脱炭酸化によりピルビン酸
となる52。また、アルギニン、グルタミン、グルタミン酸、ヒスチジン、プロリンはα-オキソグ
ルタル酸へと分解され、α-オキソグルタル酸はアラニンとアミノ基転移酵素を介してピルビン
酸を産生する52。このように、20個のアミノ酸のうち13個のアミノ酸がSCFA産生の起点となり
得る。そして、タンパク質からアミノ酸までの代謝に関与する腸内細菌は主にBacteroides、
Clostridium、Propionibacterium、Fusobacterium、Streptococcus、Lactobacillusである139。 
レジスタントプロテインが含まれている食材に、そば53、酒粕54、絹55、大豆56、卵黄57が挙げ
られるが、それぞれのレジスタントプロテインはタンパク質組成やアミノ酸組成が異なってい
る。例えば、そばに含まれるレジスタントプロテインにはリジンが多く含まれ53、絹のレジス
タントプロテインはセリシンというタンパク質が主体成分であり、セリンが多く含まれている
55。また、酒粕のレジスタントプロテインはプロラミンというタンパク質が主体成分であり、
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グルタミン酸、プロリン、ロイシンを多く含んでいる54。 
大豆は昔から日本人にとって馴染み深い食品であるが、大豆にはビタミンやミネラルなど豊
富な栄養素が凝縮されている140。大豆にはタンパク質が約30％と多く含まれており、そのアミ
ノ酸スコアは100である。つまり、必須アミノ酸（バリン、ロイシン、イソロイシン、ヒスチジ
ン、リジン、スレオニン、メチオニン、トリプトファン、フェニルアラニン）がバランスよく
含まれた良質なタンパク質源といえる140。本実験で用いた大豆タンパク質（フジプロF；不二製
油株式会社）は、脱脂大豆に加水し、可溶化成分を抽出・分離した後、可溶化成分のpHを4.5に
調整した際に生じた沈殿物を回収し、この沈殿物のpHを7.0に中和して乾燥させることで精製
したものである141。大豆タンパク質のタンパク質組成は約70％がグリシニン（単純タンパク質
の一種）とβ-コングリシニン（糖タンパク質の一種）で占められ、その比率は約2：1である141。
大豆タンパク質中の約30％が脂質親和性タンパク質群であり、この脂質親和性タンパク質群が
レジスタントプロテインの主体成分となるが141、詳細な成分は不明である。げっ歯類とヒトの
両方で、大豆タンパク質の摂取が肝臓の脂質代謝改善、脂肪肝の予防、体脂肪の減少に効果的
であるが56,142-145、その効果は大豆タンパク質中のβ-コングリシニンによるものである144,145。一
方、大豆由来のレジスタントプロテインは、腸内細菌の代謝に関わる胆汁酸と高い結合能を示
し、大腸がんを抑制する52。さらに、大豆由来のレジスタントプロテインの摂取により、腸内
細菌叢の多様性とSCFAの産生量が増加する44,50。 
以上のように、大豆タンパク質摂食により腸内細菌叢改善効果44,50と脂質代謝改善効果56,142-145
が得られることが報告されているが、大豆タンパク質摂食の効果的なタイミングの報告は少な
い。そこで、本実験では、朝食摂食や夕食摂食など時間栄養学の観点のもと、マウスの腸内微
生物叢および脂質代謝改善に対する大豆タンパク質摂食タイミングの影響を調べた。  
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3.2 実験手法 
3.2.1 使用動物 
実験には2章と同様のICR雄マウスを使用および同様の飼育環境で飼育した。本実験において
は各個体の摂食量を測定できるように、マウスを1匹ずつ個飼いした。マウスには脂肪45% kcal 
含有の高脂肪食（Research Diets社；D12451）の餌組成をベースに、その約20%分のタンパク質
源をカゼインタンパク質（オリエンタル酵母工業）または大豆タンパク質（フジプロF; 不二製
油株式会社）にして作成した餌を与えた。詳細な餌組成をTable.3.1に示す。なお、粗タンパク
量が等しくなるようにタンパク質量を調整している。また、水道水は自由に摂取できるように
した。 
Table.3.1 各餌の100g中の餌組成（g / 100g） 
 
3.2.2 実験スケジュール 
実験1では、大豆タンパク質の自由摂食条件下における検証を行った。マウスにカゼインタ
ンパク質餌（Casein群）または大豆タンパク質餌（Soy群）を10日間自由摂食させ、ZT12、ZT20、
ZT4でサンプリングを行った。 
 Casein diet Soy diet 
Casein 22.86 - 
Soy protein - 23.78 
L-cysteine 0.18 0.18 
βcorn starch 13.71 12.79 
αcorn starch 15.5 15.5 
Sucrose 10 10 
Soybean oil 4 4 
Lard 24 24 
Cellulose 5 5 
Mineral mixture 3.5 3.5 
Vitamin mixture 1 1 
Choline bitartrate 0.25 0.25 
Total 100 100 
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実験2では、大豆タンパク質の摂食タイミングの効果を調べた。朝食と夕食の大豆タンパク
質摂食効果を比較するために、マウスに朝（ZT12）と夕方（ZT20）に1.8 g の餌を1日2回与え
た。カゼインタンパク質餌のみを与える群（Casein群）、朝食に大豆タンパク質餌を与え、夕食
にカゼインタンパク質餌を与える群（M-Soy群）、朝食にカゼインタンパク質餌を与え、夕食に
大豆タンパク質餌を与える群（E-Soy群）の3群を用意した。各摂食条件で14日間飼育した後、
ZT12、ZT20、ZT4でサンプリングを行った。 
サンプリング方法は2章と同様に盲腸内pH測定、盲腸内容物採取、糞便採取を行い、3章にお
いてはそれに加えて血液と肝臓を採取した。 
3.2.3 血清コレステロールおよびトリグリセリド測定 
血清コレステロールおよびトリグリセリド（TG）量は、コレステロール測定キットおよびト
リグリセリド測定キット（富士フイルム和光純薬株式会社）を使用して測定した。なお、測定
方法はキット中のプロトコルに基づいて行った。 
3.2.4 リアルタイムRT-PCR 
肝臓における脂質代謝関連遺伝子の相対的な mRNA 量を、リアルタイム RT-PCR によって
測定した。RNA-Solv Reagent（Omega Bio-Tek Inc.、アメリカ）を使用して、肝臓のRNAを抽
出した。各サンプルのRNA 濃度は、分光光度計（NanoVue plus：GEヘルスケアジャパン）を
使用して測定した。RNAの逆転写および増幅は、One-Step SYBR RT-PCRキット（タカラバイ
オ）およびPiko Real PCR システム（Thermo Fisher Scientific、アメリカ）を用いて行った。ま
た、標的となる遺伝子のプライマーをTable.3.2に、各遺伝子の機能をTable.3.3に示す。標的遺
伝子の相対的な発現量はGAPDHによって正規化した 146。また、データはΔΔCt 法によって分
析した。 
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Table.3.2 リアルタイムRT-PCRで使用したプライマー配列 
Gene Forward Reverse 
Gapdh TGGTGAAGGTCGGTGTGAAC AATGAAGGGGTCGTTGATGG 
Acc1 GCACTCCCGATTCATAATG CCCAAATCAGAAAGTGTATC 
Fasn TGGGTTCTAGCCAGCAGAGT ACCACCAGAGACCGTTATGC 
Srebp1c CGCTACCGGTCTTCTATCAATG CAAGAAGCGGATGTAG 
Hmgcr GATCATCCAGTTGGTCAATGC GCAAGCTTTGTGGAGAGGAG 
Cyp7α1 AGACCGCACATAAAGCCCGG CTTTCATTGCTTCAGGGCTC 
 
Table.3.3 リアルタイムRT-PCRで測定した遺伝子の機能 
Gene 正式名称 機能 Reference 
Acc1 Acetyl-CoA carboxylase1 脂肪酸合成の律速酵素 147 
Fasn Fatty acid synthase 脂肪酸合成酵素 148 
Srebp1c Sterol regulatory element-binding 
protein 1 
脂肪酸合成に関わる酵素の転写調節因子 149 
Hmgcr 3-hydroxy-3-methylglutaryl-
coenzyme A reductase 
コレステロール合成の律速酵素 150 
Cyp7α1 cytochrome P450 7A1 コレステロールから胆汁酸を合成する酵素 151 
 
3.2.5 盲腸内pH 測定 
2章と同様に測定した。 
3.2.6 短鎖脂肪酸（SCFA）測定 
2章と同様に測定した。 
3.2.7 糞便中のDNA抽出 
2章と同様に行った。 
3.2.8 16S rRNA遺伝子解析 
2章と同様に行った。なお3章のリード数については、105サンプルから合計40,34,110リードが
読み取られ、平均して、1サンプルあたり384,201±2,427（平均値±標準誤差）リードを得た。 
3.2.9 菌叢解析 
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 2章と同様に行った。 
3.2.10 α多様性解析（Simpson Index） 
 2章と同様に行った。 
3.2.11 β多様性解析 
 2章と同様に行った。 
3.2.12 機能予測解析 
PICRUSt152を用いて腸内細菌叢機能の予測を行った。機能予測はMiseqによって得られたシー
ケンスデータを元に、KEGG pathwayデータベース中のKEGG orthologyの機能プロファイルと
参照することで予測した。本実験においては、注目する機能として「エネルギー代謝関連」に
ついて解析した。 
3.2.13 統計 
実験データは平均±標準誤差として表した。すべての統計分析は、GraphPad Prism（バージョ
ン6.03、GraphPad Software Inc., アメリカ）を使用した。また、本実験では摂食したタンパク質
の違いに焦点をおいているため、時間要因の比較よりも餌要因の比較を中心に行った。
D’Agostino-Pearson test / Kolmogorov-Smirnov test および、Bartlett's testを使用して、データが正規
分布か非正規分布か、および等分散か不等分散かを調べた。データが正規分布かつ等分散であ
った場合、2群間比較であればStudent’s t-test。3群以上の比較であればOne-way ANOVAを使用し、
事後分析としてTukeyの多重比較検定を行った。データが非正規分布または不等分散であれば、
2群間比較であればMann-Whitner test。3群以上の比較であればKruskal-Wallis検定を使用し、事後
分析としてDunnの多重比較検定を行った。なお有意水準α<0.05を有意とみなす。腸内細菌叢の
構成比較はPERMANOVAを用いて有意検定を行った。なお、PERMANOVAはQIIMEによって
分析した。 
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3.3実験結果 
3.3.1 実験 1：大豆タンパク質の自由摂食が腸内細菌叢の構成に与える影響 
大豆タンパク質は血清コレステロールとトリグリセリドを減少させるだけでなく、腸内細菌
叢の構成を変化させ、多様性を増加させることが報告されている 44,56,142。そこで、まずは本研
究で使用する大豆タンパク質餌によって以前の報告と同様の結果が得られるかどうかを確認
するため、自由摂取条件下での影響を調べた。 
また、実験 1では、短期間での大豆タンパク質摂取の効果を調べることにした（Fig.3.1）。大
豆タンパク質は抗肥満効果があることが知られており 56,142-145、肥満と腸内細菌叢の構成
（Firmicutesの増加とBacteroidetes の減少）にも相関がある 13-15ことから、体重の違いによる影
響を排除するため、10日間という短期間で大豆タンパク質を与え、体重が変化する前の状態で
腸内細菌がどのように変化するのかを調べた。マウスにカゼインタンパク質餌（Casein群）ま
たは大豆タンパク質餌（Soy 群）を 10 日間自由摂食させ、ZT12、ZT20、ZT4 でサンプリング
を行った（Fig.3.1）。 
 
 
Fig.3.1 実験 1：実験スケジュール 
大豆タンパク質の自由摂食が腸内細菌叢の構成に与える影響の実験スケジュール。白と黒のバーは
明期：暗期＝12h：12h の明暗条件を表している。青色の矢印はカゼインタンパク質餌を表し、オレ
ンジ色の矢印は大豆タンパク質餌を表す。赤の矢尻はサンプリング時間を表す。 
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まず、大豆タンパク質が脂質代謝に及ぼす影響を調べた。摂食量およびサンプリング前の体
重に群間で有意な差はなかった（摂食量（Casein群：3.88±0.15 g /日、Soy群：3.92±0.11 g /日）
サンプリング前の体重（Casein群：42.69±0.59 g、Soy群：42.15±0.71 g））。各ポイント（ZT12, 
ZT20, ZT4）と 3ポイントの平均値（AVE）を示す。血清コレステロールは、ZT20およびAVE
においてSoy群の方がCasein群より有意に低かった（Fig.3.2a）。血清トリグリセリドは、群間
に有意差はなかった（Fig.3.2b）。また、肝臓における脂肪酸およびコレステロール代謝関連遺
伝子の mRNA 発現量を測定した。脂肪酸合成関連遺伝子である Acc1（ZT12, ZT20, AVE）
（Fig.3.2c）、Fasn（ZT12, ZT20, AVE）（Fig.3.2d）、および Srebp1c（ZT12, ZT4, AVE）（Fig.3.2e）
の発現量は、Soy 群の方が Casein 群より有意に低かった。一方、コレステロールを代謝する
Cyp7α1の発現量は、ZT20においてSoy群の方がCasein群より高くなる傾向があった（Fig.3.2g）。 
以上より、大豆タンパク質の摂取は肝臓における脂肪酸合成を抑制し、コレステロールも分
解系を促進することが分かった。 
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Fig.3.2 実験 1：血清中の脂質と肝臓における脂質合成関連遺伝子 
10日間摂食後のZT12, ZT20, ZT4および3ポイントの平均値における(a)血清コレステロール量、(b)
血清トリグリセリド量および肝臓中の脂質代謝関連遺伝子のmRNAの相対発現量(c)Acc1、
(d)Fasn、(e)Srebp1c、(f)Hmgcr、(g)Cyp7α1。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (各群
各ポイントn=10)。* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. Casein, Student’s t-testを使用。 $ p<0.05, 
$$ p<0.01, $$$ p<0.001, vs. Casein, Mann-Whitney testを使用。 
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次に大豆タンパク質が腸内細菌叢に与える影響を調べるために、盲腸内 pH と SCFA 産生量
を測定した。盲腸内 pHは、いずれのポイントおよび平均値においてSoy群の方がCasein群よ
りも有意に低かった（Fig.3.3a）。盲腸中の酢酸（ZT12、ZT4、AVE）（Fig.3.3b）、プロピオン酸
（ZT12、ZT4）（Fig.3.3c）、乳酸（Fig.3.3d）、酪酸（Fig.3.3e）は、Soy群の方がCasein群よりも
多かった。 
以上より、盲腸内 pH の低下、プロピオン酸と乳酸、酪酸の増加が見られたことから、大豆
タンパク質摂食によって腸内環境が良好になったことが分かった。 
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Fig.3.3 実験 1：盲腸 pHとSCFA 
10日間摂食後のZT12, ZT20, ZT4および3ポイントの平均値における(a)盲腸pH, (b)酢酸, (c)プロピ
オン酸, (d)乳酸, (e)酪酸。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (各群各ポイントn=10)。
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. Casein, Student’s t-testを使用。 $ p<0.05, $$ p<0.01, $$$ p<0.001, vs. 
Casein, Mann-Whitney testを使用。 
 
盲腸内 pH が低下し、SCFA 生産が増加したことから、大豆タンパク質の摂取により腸内細
菌叢が変化した可能性が考えられた。そこで、糞便から 16S rRNAを抽出し、腸内細菌叢を分
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析した。Simpson Indexは、ZT20においてSoy群の方がCasein群よりも有意に高かった（Fig.3.4）。 
 
 
Fig.3.4 実験 1：腸内細菌叢のα多様性 
Simpson indexで示した腸内細菌叢のα多様性。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 
(各群各ポイントn=10)。* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. Casein, Student’s t-testを使用。 
 
次に各群の腸内細菌叢の構成を比較するためにUnweighted UniFrac距離によるβ多様性を解
析したところ、腸内細菌叢の構成はCasein群とSoy群で有意に異なっていた（Fig.3.5）。 
 
 
Fig.3.5 実験 1：腸内細菌叢のβ多様性 
全サンプルのβ多様性（Casein群とSoy群の比較）。データのn数 (各群各ポイントn=10)。
PERMANOVAの結果を図中の表に示す。 
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次に、具体的にどの細菌が変化しているのかを調べるために、Casein群とSoy群における腸
内細菌の相対存在量を調べた。実験 1で検出された各群の細菌叢の全体像を門レベル（Fig.3.6a）
と属レベル（Fig.3.6b）についてそれぞれ積み上げグラフで示す。本実験で特に着目する細菌を
赤枠で示し、その詳細結果をFig.3.7に示す。 
 
Fig.3.6 実験 1：腸内細菌の相対存在量（全体像） 
(a) 門レベル。(b) 属レベル。データは平均値で表す。データのn数 (各群各ポイントn=10)。 
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門レベルでは、Bacteroidetes（ZT20）（Fig.3.7a）およびProteobacteria（ZT12, ZT20, AVE）（Fig.3.7b）
は Soy 群の方がCasein 群よりも有意に増加し、Firmicutes（ZT12, ZT20, AVE）（Fig.3.7c）は有
意に減少した（Fig.3.7）。属レベルについては、Bifidobacterium（ZT12, ZT4, AVE）（Fig.3.7d）、
Enterococcus（ZT20, AVE）（Fig.3.7e）、[Ruminococcus]（ZT20, AVE）（Fig.3.7g）、Desulfovibrio（ZT20, 
AVE）（Fig.3.7h）はSoy群の方がCasein群よりも有意に増加し、Lactococcusは有意に減少した
（Fig.3.4）（Fig.3.7f）。 
以上、β多様性、腸内細菌の相対存在量の結果より（Fig.3.5, Fig.3.7）、大豆タンパク質の摂食
により腸内細菌叢の構成が大きく変化することが分かった。 
 
Fig.3.7 実験 1：腸内細菌の相対存在量（詳細） 
(a-c) 門レベルにおける相対存在量（(a) : Bacteroidetes, (b) : Proteobacteria, (c) : Firmicutes）。(d-h) 属レベルにおけ
る相対存在量（(d) : Bifidobacterium, (e) : Enterococcus, (f) : Lactococcus, (g) : [Ruminococcus], (h) : Desulfovibrio）。デ
ータは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (各群各ポイントn=10)。   * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. 
Casein, Student’s t-testを使用。 $ p<0.05, $$ p<0.01, $$$ p<0.001, vs. Casein, Mann-Whitney testを使用。 
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さらに、PICRUSt を使用してシーケンスデータから腸内細菌叢機能を予測した。その結果「エ
ネルギー代謝」の「窒素代謝」（ZT12, ZT20, AVE）はSoy群の方がCasein群よりも有意に増加
した（Fig.3.8）。 
以上の結果、大豆タンパク質摂食により窒素代謝機能が増加していることは、大豆タンパク
質のレジスタントプロテインが腸内細菌叢によって代謝されることを示唆している 
 
Fig.3.8 実験 1：腸内細菌叢機能の解析 
10日間摂食後のZT12, ZT20, ZT4および3ポイントの平均値における「窒素代謝」に関連する機
能。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (各群各ポイントn=10)。*** p<0.001 vs. 
Casein, Student’s t-testを使用。$$$ p<0.001, vs. Casein, Mann-Whitney testを使用。 
 
 これらの盲腸内 pH、SCFA、α多様性、β多様性、腸内細菌の相対存在量の結果より（Fig.3.3, 
Fig.3.4, Fig.3.5, Fig.3.7）、大豆タンパク質の摂食により腸内細菌叢に大きく影響し、腸内環境が
良好になったことが考えられた。つまり、大豆タンパク質は 10 日間という短期間で、体重が
変化する前の段階で腸内細菌叢の構成を変化させることが示された。 
 
3.3.2 実験 2：1日 2食の制限給餌条件下における大豆タンパク質の摂食タイミングが腸内細菌
叢の構成に与える影響 
本研究で用いた組成の大豆タンパク質餌の摂取により、腸内細菌叢の構成が変化したため、
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次に、大豆タンパク質の摂取タイミングが及ぼす影響を調べた。 
マウスに朝（ZT12）と夕方（ZT20）に1.8 g の餌を1日2回与えるスケジュールを設定した
（Fig.3.9）。カゼインタンパク質餌のみを与える群（Casein群）、朝食に大豆タンパク質餌を与
え、夕食にカゼインタンパク質餌を与える群（M-Soy群）、朝食にカゼインタンパク質餌を与え、
夕食に大豆タンパク質餌を与える群（E-Soy群）の3群を用意した。各摂食条件で14日間飼育し
た後、ZT12、ZT20、ZT4でサンプリングを行った（Fig.3.9）。 
 
Fig.3.9 実験 2：実験スケジュール 
大豆タンパク質の摂食タイミングが腸内細菌叢の構成に与える影響の実験スケジュール。白と黒の
バーは明期：暗期＝12h：12hの明暗条件を表している。青色の円柱は1.8gのカゼインタンパク質
餌を表し、オレンジ色の円柱は1.8gの大豆タンパク質餌を表す。赤の矢尻はサンプリング時間を表
す。 
 
最初に、大豆タンパク質の摂取タイミングが脂質代謝に及ぼす影響を調べた。サンプリング
前の体重は群間で有意差はなかった（Casein群：43.57±0.76 g、M-Soy群：43.86±0.51 g、E-Soy
群：42.50±0.77 g）。各ポイント（ZT12, ZT20, ZT4）と 3ポイントの平均値（AVE）を示す。血
清コレステロールは、ZT12 においてM-Soy 群はCasein 群、E-Soy 群と比較して有意に高かっ
た（Fig.3.10a）。一方、血清トリグリセリドには有意差はなかった（Fig.3.10b）。また、肝臓にお
ける脂肪酸およびコレステロール代謝関連遺伝子の mRNA 発現量を測定した。脂肪酸合成関
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連遺伝子であるAcc1 の発現量は、ZT12 およびAVE においてE-Soy 群の方がCasein 群よりも
有意に低かった（Fig.3.10c）。 同じく脂肪酸合成関連遺伝子の Fasn 発現量は、ZT12 において
E-Soy群の方がM-Soy群よりも有意に低く、Casein群よりも低い傾向があった（Fig.3.10d）。コ
レステロールを分解代謝するCyp7α1 発現量は、ZT20 においてM-Soy 群の方がCasein 群より
も有意に低く、ZT4 において M-Soy 群と E-Soy 群の方が Casein 群よりも有意に低かった
（Fig.3.10g）。 
以上、Acc1、Fasnの結果より夕方の大豆タンパク質摂食が脂肪酸合成を抑制することが分か
った。一方、血清コレステロールの結果より朝食の大豆タンパク質摂食が血清コレステロール
量を増加させることから（Fig.3.10a）、実験 1の大豆タンパク質の摂食により血清コレステロー
ルが低下するという結果（Fig.3.2.a）と反する結果となった。 
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Fig.3.10 実験 2：血清中の脂質と肝臓における脂質合成関連遺伝子 
14日間摂食後のZT12, ZT20, ZT4および3ポイントの平均値における(a)血清コレステロール量、(b)
血清トリグリセリド量および肝臓中の脂質代謝関連遺伝子のmRNAの相対発現量(c)Acc1、
(d)Fasn、(e)Srebp1c、(f)Hmgcr、(g)Cyp7α1。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (各群
各ポイントn=5)。# p<0.05, ## p<0.01, one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc testを使用。 % 
p<0.05, %% p<0.01, Kruskal-Wallis test with Dunn’s post-hoc testを使用。 
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次に、大豆タンパク質の摂取タイミングが腸内細菌叢に及ぼす影響を調べるために、盲腸内
pHとSCFA産生量を測定した。盲腸内 pHは、ZT12においてM-Soy群がCasein群よりも低下
傾向で、ZT20においてはM-Soy群が他群よりも有意に低かった（Fig.3.11a）。ZT4においては
E-Soy 群が他群よりも有意に低かった（Fig.3.11a）。AVE においては M-Soy 群および E-Soy 群
がCasein 群よりも有意に低かった（Fig.3.11a）。乳酸はZT20 においてM-Soy 群がCasein 群よ
りも有意に増加し、E-Soy 群よりも増加傾向があった（Fig.3.11d）。ZT4 において E-Soy 群が
Casein群よりも有意に増加した（Fig.3.11d）。AVEにおいてはM-Soy群のみがCasein群と比較
して有意に増加した（Fig.3.11d）。酪酸はZT20においてM-Soy群がE-Soy群よりも有意に増加
し、Casein群と比較して増加傾向があった（Fig.3.11e）。ZT4においてはE-Soy群が他群よりも
有意に増加した（Fig.3.11e）。AVE においては M-Soy 群が Casein 群よりも有意に増加した
（Fig.3.11e）。 
以上の結果から、大豆タンパク質は朝食と夕食のどちらで摂食しても、摂食開始 8時間後の
時刻において、盲腸内 pHが低下し、乳酸と酪酸が増加した（Fig.3.11a, d, e）。さらに、朝食に
大豆タンパク質を摂食すると 1 日を通して盲腸内 pH の低下と乳酸・酪酸の増加が見られた
（Fig.3.11a, d, e）。つまり、朝食摂食でも夕食摂食でも大豆タンパク質が腸内細菌叢を変化させ
るが、その影響は朝食摂食の方が大きいことが示された。 
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Fig.3.11 実験 2：盲腸 pHとSCFA 
14日間摂食後のZT12, ZT20, ZT4および3ポイントの平均値における(a)盲腸pH (b)酢酸, (c)プロピ
オン酸, (d)乳酸, (e)酪酸。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (各群各ポイントn=5)。# 
p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001, one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc testを使用。 % p<0.05, %% 
p<0.01, Kruskal-Wallis test with Dunn’s post-hoc testを使用。 
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盲腸内 pH が低下し、SCFA 生産量の増加が確認されたため、腸内細菌叢の構成が変化した
可能性が考えられた。そこで、次に糞便から 16S rRNA を抽出し腸内細菌叢を分析した。その
結果、Simpson Indexは、AVEにおいてM-Soy群が他群よりも高い傾向があった（Fig.3.12）。 
 
Fig.3.12 実験 2：腸内細菌叢のα多様性 
Simpson indexで示した腸内細菌叢のα多様性。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 
(各群各ポイントn=5)。 
 
次に各群の腸内細菌叢の構成を比較するためにUnweighted UniFrac距離によるβ多様性を測
定した。その結果、大豆タンパク質摂食開始 8時間後（ZT20、ZT4）のポイントのみに着目し
た時のβ多様性は、ZT20においてCasein群とM-Soy群が有意に異なっていた（Fig.3.13a）。一
方、ZT4 においては Casein 群と E-Soy 群では有意な差はなかった（Fig.3.13b）。すべてのポイ
ント（ZT12, ZT20, ZT4）を合わせた時のβ多様性は、Casein群とM-Soy群で有意に異なり（統
計値= 2.478、p = 0.002）（Fig.3.13c）、Casein 群と E-Soy 群でも有意に異なっていた（統計値= 
1.460 、p = 0.048）（Fig.3.13d）。 
以上より、朝食に大豆タンパク質を摂食すると腸内細菌叢が有意に変化した一方、夕食では
その変化が見られなかったことから、夕食よりも朝食に大豆タンパク質を摂食した方が腸内細
菌叢に大きく影響することが考えられた。 
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Fig.3.13 実験 2：腸内細菌叢のβ多様性 
(a) 朝食摂食開始8時間後（ZT20）におけるカゼイン摂食と大豆摂食の構成比較。(b) 夕食摂食開
始8時間後（ZT4）におけるカゼイン摂食と大豆摂食の構成比較。(c) 全ポイント（ZT12, ZT20, 
ZT4）におけるCasein群とM-Soy群の構成比較。(d) 全ポイント（ZT12, ZT20, ZT4）における
Casein群とE-Soy群の構成比較。(e) 全ポイント（ZT12, ZT20, ZT4）におけるM-Soy群とE-Soy群
の構成比較。データのn数 (各群各ポイントn=5)。PERMANOVAの結果を図中の表に示す。 
 
次に、具体的にどの細菌が変化しているのかを調べるために、各群における腸内細菌の相対
存在量を調べた。実験 1 で検出された各群の細菌叢の全体像を門レベル（Fig.3.14a）と属レベ
ル（Fig.3.14b）についてそれぞれ積み上げグラフで示す。本実験で特に着目する細菌を赤枠で
示し、その詳細結果をFig.3.15に示す。 
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Fig.3.14 実験 2：腸内細菌の相対存在量（全体像） 
(a) 門レベル。(b) 属レベル。データは平均値で表す。データのn数 (各群各ポイントn=5)。 
 
門レベルについては、Bacteroidetes（AVE）はM-Soy群の方がCasein群よりも有意に増加し
た（Fig.3.15a）。Firmicutes（ZT20, AVE）は E-Soy 群の方が Casein 群よりも有意に減少した
（Fig.3.15c）。属レベルについては、Lactococcus は ZT20 において M-Soy 群が他群よりも有意
に減少し、ZT4 においてE-Soy 群が他群よりも有意に減少した（Fig.3.15f）。AVE においてM-
Soy群はCasein群よりも有意に減少したが、E-Soy群はCasein群よりも減少傾向を示したのみ
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であった（Fig.3.15f）。[Ruminococcus]（ZT20）はE-soy群が他群よりも有意に減少した（Fig.3.15g）。 
 
Fig.3.15 実験 2：腸内細菌の相対存在量（詳細） 
(a-c) 門レベルにおける相対存在量（(a) : Bacteroidetes, (b) : Proteobacteria, (c) : Firmicutes）。(d-h) 属レ
ベルにおける相対存在量（(d) : Bifidobacterium, (e) : Enterococcus, (f) : Lactococcus, (g) : [Ruminococcus], 
(h) : Desulfovibrio）。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (各群各ポイントn=5)。 # 
p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001, one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc testを使用。 % p<0.05, %% 
p<0.01, Kruskal-Wallis test with Dunn’s post-hoc testを使用。 
 
 
さらに、PICRUSt を使用してシーケンスデータから腸内細菌叢の機能を予測した。その結果
「エネルギー代謝」の「窒素代謝」（AVE）は M-Soy 群が他群よりも増加する傾向を示した
（Fig.3.16）。 
以上より、朝食の大豆タンパク質摂食は、夕食の摂食よりも窒素代謝を活性化させ、大豆タ
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ンパク質の代謝を促進していることが考えられる。 
 
Fig.3.16 実験 2：腸内細菌叢の機能解析 
14日間摂食後のZT12, ZT20, ZT4および3ポイントの平均値における「窒素代謝」に関連する機
能。データのn数 (各群各ポイントn=5)。 
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3.4.考察 
本実験では、10日間の大豆タンパク質摂食により、血清コレステロールと脂肪酸合成関連遺
伝子の発現量が低下した（Fig.3.2a, c, d, e）。さらに、盲腸内pHが低下し（Fig.3.3a）、SCFA産生
量が増加し（Fig.3.3b, c, d, e）、腸内細菌叢の構成が変化した（Fig.3.5）。朝食または夕食に大豆
タンパク質を2週間摂食すると、大豆タンパク質摂食開始から8時間後において盲腸内pHの低下
（Fig.3.11a）、乳酸と酪酸の産生量増加が見られた（Fig.3.11d, e）。また、朝食の大豆タンパク質
摂食は、夕食の大豆タンパク質摂取よりも、乳酸・酪酸産生および盲腸内pH低下に長期間で影
響を与え（Fig.3.11a, d, e）、腸内細菌叢の構成を変化させ（Fig.3.13a, b）、腸内細菌叢の多様性を
増加させた（Fig.3.12）。つまり、大豆タンパク質は、夕食よりも朝食に摂食することで、腸内
細菌叢の構成を変化させ、腸内環境を改善することが考えられた。 
実験1では、大豆タンパク質摂食によって、Acc1、Fasn、Srebp1cなどの脂肪酸合成関連遺伝
子の発現量が低下し、血清コレステロールが減少した（Fig.3.2a, c, d, e）。大豆タンパク質が血清
コレステロールやトリグリセリド、脂肪酸合成関連遺伝子の発現量を低下させることがすでに
報告されている44,142。これらの先行研究44,142では、大豆タンパク質を長期間摂食した場合の影響
について調べられていた。本実験では10日間のみの摂食であったが、血清コレステロールと脂
肪酸合成関連遺伝子の発現量を低下させることができた（Fig.3.2a, c, d, e）。一方、腸内細菌叢に
よって生成されたSCFAは、MAPK経路の活性化を介してGLP-1の発現を増加させること、GLP-
1が脂肪酸合成関連遺伝子のmRNA発現の低下を誘発することが知られている153-155。つまり、
大豆タンパク質の摂取によるSCFA産生量増加は、脂肪酸合成関連遺伝子の発現量低下と相関
している可能性が考えられる。 
先行研究より、大豆タンパク質を摂食した時の腸内細菌叢の構成は、牛乳タンパク質を摂食
した時の構成と全く異なり、腸内細菌叢の多様性は大豆タンパク質摂食のほうが増加する
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44,56,142,143。しかしながら、これらの先行研究44,56,142,143では、大豆タンパク質を長期間摂食させた
ことで体重増加抑制も引き起こされている。つまり、先行研究44,56,142,143の結果は、大豆タンパク
質による抗肥満効果の結果、腸内細菌叢の構成が変化した可能性が考えられた。しかし、本実
験は10日間のみ大豆タンパク質を摂食させ、体重増加抑制効果が確認される前の段階で、腸内
細菌叢の構成が変化することを示した（Fig.3.5）。つまり、大豆タンパク質摂食それ自体が腸内
細菌叢を変化させ、その結果、抗肥満効果が得られることが考えられる。この結論を裏付ける
ためには、Casein群とSoy群の腸内細菌叢を無菌マウスに移植し、同組成の餌を摂食させて飼育
し、体重の増加率がCasein群を移植させたマウスよりもSoy群を移植させたマウスの方が低けれ
ば、腸内細菌叢の構成が原因で抗肥満効果が得られたといえるだろう。 
また、大豆タンパク質の摂食によってさまざまな腸内細菌の相対存在量が変化した（Fig.3.6, 
Fig.3.7）。Firmicutesは肥満因子として知られており、肥満の人でその相対存在量が増加する35。
そして、このFirmicutesが増えている肥満の人の腸内細菌叢を無菌マウスに移植すると、健常者
の腸内細菌叢を移植したマウスと比較して、通常餌を摂食していても体脂肪が増加しやすくな
る14。つまり、Firmicutesは肥満の原因因子であることを示している14,35。本実験では、Firmicutes
が大豆タンパク質摂食により減少した（Fig.3.7c）。この結果は、大豆タンパク質がFirmicutesを
減少させることで抗肥満効果をもたらす可能性があることを示唆している。Bifidobacterium 
breveを乳児に経口投与すると、消化器疾患を予防できることが報告されている156。本実験では
Bifidobacteriumが大豆タンパク質摂食により増加した（Fig.3.7d）。そのため、大豆タンパク質摂
食はBifidobacteriumの相対存在量を増加させ、消化器疾患を予防する可能性が考えられる。
Lactococcusは乳酸を産生することが知られているが25、本実験では大豆タンパク質摂食により
Lactococcusが減少した（Fig.3.7f）。これは、Lactococcusが生乳、チーズ、および他の乳製品に一
般的に見られる細菌であり25、乳タンパク質であるカゼインを摂取した方が増殖しやすかった
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可能性が考えられる。本実験では、大豆タンパク質の摂取によりProteobacteriaとDesulfovibrioが
増加した（Fig.3.7b, h）。Desulfovibrioは自身が産生した硫化水素により宿主の腸管バリア機能障
害を引き起こす可能性が示唆されている157。本実験では、このような健康に負の作用をもたら
す可能性のある細菌が増加している（Fig.3.7b, h）。この細菌が増加した理由や大豆タンパク質
が腸内細菌叢に影響するメカニズムは不明である。将来的には、個々の細菌と大豆タンパク質
の影響を調べることで明確になるかもしれない。 
実験2では、大豆タンパク質の摂食タイミング（朝食または夕食）が腸内細菌叢に及ぼす影響
を調べた。大豆タンパク質の摂取量は実験1よりも実験2の方が少なかったため、実験2におけ
る血清コレステロールや脂肪酸合成関連遺伝子の発現量に対する影響は、実験1よりも小さく
なった（Fig.3.10a, c, d, e）。また、実験1と実験2の血清コレステロールの1日平均値を比べると、
実験2の方が実験1よりも、全体的に血清コレステロールが低くなっている（Fig.3.2a, Fig.3.10a）。
先行研究より、1日8時間の時間制限給餌条件下でマウスを飼育すると、マウスのエネルギー代
謝が改善され、肥満を予防する94。本実験では、餌の量だけでなく摂食タイミングも制限した。
そのため、給餌スケジュールそれ自体が、血清コレステロールや脂肪酸合成関連遺伝子の発現
量を低下させた可能性があり、大豆タンパク質摂食によるこれらの低下効果が評価しにくくな
った可能性がある。一方で、実験1では大豆タンパク質摂食により血清コレステロールが低下
したが（Fig.3.2a）、実験2では朝食の大豆タンパク質摂食により血清コレステロールの増加傾向
を示した（Fig.3.10a）。この詳細な理由はわからないが、摂食量を制限させた給餌スケジュール
が影響したかもしれない。 
腸内細菌叢への影響について、大豆タンパク質を摂食して8時間後の時刻においては、大豆
タンパク質を朝食に摂食しても夕食に摂食しても、カゼイン摂取群と比較して、盲腸内pHの低
下と乳酸・酪酸産生量の増加が見られた（Fig.3.11a, d, e）。しかし、ZT20におけるM-Soy群とZT4
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におけるE-Soy群との間に大きな差はなく、大豆タンパク質の摂取時刻の違いによる差は見ら
れなかった（Fig.3.11a, d, e）。この結果は、朝食摂食によっても夕食摂食によっても、大豆タン
パク質がカゼインタンパク質と比較して、腸内細菌叢に有益な効果をもたらす可能性があるこ
とを示唆している。本実験では8時間ごとにサンプルを収集したため、3ポイントでの平均値を
算出し、1日を通しての効果について議論を行う。朝食の大豆タンパク質摂食では、大豆タンパ
ク質を摂食する前のポイント（ZT12）においても盲腸内pHが低下傾向にあり、1日平均では乳
酸と酪酸の産生量が増加した（Fig.3.11a, d, e）。よって、全体として、朝食の大豆タンパク質摂
食は、夕食の大豆タンパク質摂食よりも、SCFA生産と盲腸内pH低下に長期的な影響を与える
可能性があることを示唆している。腸内細菌叢の構成を比較すると、大豆タンパク質を朝食に
摂食した場合においてのみ、カゼイン摂食群と比較して有意な構成変化が見られた（Fig.3.13a）。
また、1日平均での腸内細菌叢の多様性も増加傾向にあった（Fig.3.12）。これらの結果より、大
豆タンパク質は朝食に摂食すると、夕食に摂食するよりも大きく腸内細菌叢に影響することが
示唆された。 
本実験では、朝食摂食と夕食摂食の差が生じたメカニズムについては検討していない。しか
し、2章で述べたように、朝食摂食と夕食摂食の差は絶食時間の長さが影響している可能性が
考えられる。つまり、長い絶食時間後の朝食摂食により蠕動運動が促進され、その時に大豆タ
ンパク質を摂食したことで、腸内細菌叢に大きく影響したことが考えられる。本実験において
も、絶食時間を等しくした摂食スケジュールでの検証を行うことで、朝食と夕食の差が生じる
メカニズムを解明することができるかもしれない。 
PICRUStを使用して、腸内細菌叢機能を予測したところ、大豆タンパク質摂食により窒素代
謝に関連する機能が増加した（Fig.3.8, Fig.3.16）。大豆タンパク質摂食による窒素代謝機能の増
加は、大豆タンパク質中のレジスタントプロテインが腸内細菌によって代謝されることを示唆
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している。そして、これらの機能は朝食摂食で有意に増加していた（Fig.3.16）。つまり、朝食
の大豆タンパク質摂食は夕食摂食よりも、これらの機能に強い影響を与え、大豆タンパク質の
代謝を促進している可能性を示唆している。ただし、PICRUStはあくまでも予測ツールである
ため、大豆タンパク質摂食による機能変化を決定するためには、メタゲノム解析を実施する必
要があるだろう。 
3.5 小括 
短期間の大豆タンパク質の摂食は、腸内細菌叢の構成を変化させ、SCFA産生と盲腸内pHの
低下を引き起こし、脂質代謝の改善にも有効であった。また、大豆タンパク質の摂食タイミン
グについて検証すると、朝食の大豆タンパク質摂食は夕食の摂食よりも腸内細菌叢に強く影響
する可能性が考えられた。 
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4章. 総括 
本研究では、2章ではイヌリン、3章では大豆タンパク質と、2つの章を通して腸内細菌叢と
摂食タイミングに関する検証を行った。イヌリンも大豆タンパク質も腸内細菌叢の構成に影響
を与え、短鎖脂肪酸を産生し、盲腸内 pHを低下させた（Fig.2.4, Fig.2.6, Fig.3.3, Fig.3.5）。そし
て、摂食タイミングに関する検証を行ったところ、どちらの栄養素でも夕食よりも朝食に摂食
することで腸内細菌叢に強く影響する可能性が示唆された（Fig.2.18, Fig.2.20, Fig.3.11, Fig.3.13）。
そして、2 章で検証を行ったが、この朝食と夕食の差は絶食時間の長さが関係していることを
示した（Fig.2.25, Fig.2.27）。本研究のまとめとして、摂食スケジュールが同じである 2 章の実
験 3（Fig.2.16）と 3章の実験 2（Fig.3.9）の結果をTable.4.1にまとめる。 
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Table.4.1 等食摂食条件下における本研究の結果のまとめ 
 
 
等食の摂食条件下において、イヌリン摂食によっても大豆タンパク質摂食によっても、腸内
細菌叢の構成を変化させた（Fig.2.20, Fig.3.13, Table.4.1）。しかし、有意に変化した腸内細菌に
は相違があり、2つの実験で共通しているのは、朝食摂食によってLactococcus の相対存在量が
減少するという点のみであった（Fig.2.22g, Fig.3.15f, Table.4.1）。各栄養素がなぜそれぞれ異なる
細菌に作用したのかという詳細なメカニズムはわからないが、食物繊維とタンパク質の代謝経
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路が異なることが関係しているかもしれない。炭水化物は解糖系を経てピルビン酸へ代謝され、
タンパク質は各アミノ酸に対応する酵素によってピルビン酸へ代謝される 6。なお、ピルビン
酸から SCFA を産生する経路は共通の経路となる 6。そして解糖系はほぼ全ての腸内細菌に備
わっているが 158、タンパク質からピルビン酸までの代謝に関与する腸内細菌は Bacteroides、
Clostridium、Propionibacterium、Fusobacterium、Streptococcus、Lactobacillusと限られている 139。
つまり、各栄養素が大腸にまで到達した後、刺激され反応する腸内細菌が各栄養素によって異
なっていることが関係しているかもしれない。また、β 多様性の結果について、実験 2 では
Weighted UniFrac距離による解析で有意な構成変化が確認され、実験 3ではUnweighted UniFrac
距離による解析で有意な構成変化が確認された（Fig.2.20, Fig.3.13, Table.4.1）。Weighted UniFrac
は腸内細菌の存在比を加味した算出法で、全ての個体に存在しているようなメジャーな腸内細
菌の結果が反映されやすくなる。一方、Unweighted UniFrac は腸内細菌の存在比を無視した算
出法で、個体によって存在したりしなかったりするような存在量の少ないマイナーな腸内細菌
の結果が反映されやすくなる 116,117。つまり、イヌリンはメジャーな細菌に影響を与えて腸内細
菌叢の構成を変化させ、大豆タンパク質はマイナーな細菌に影響を与えて腸内細菌叢の構成を
変化させていることを示している。この栄養素によって影響を与える細菌が異なっていること
も、代謝経路の違いが関係しているかもしれない。いずれにしてもイヌリンと大豆タンパク質
が補完し合いより良い腸内細菌叢を形成するのであれば、この両者を摂取した時の腸内細菌叢
の解析が面白いかもしれない。 
朝食摂食と夕食摂食に見られた差は絶食時間の長さが関係していることがわかった（Fig.2.25, 
Fig.2.27）。これは絶食時間が長くなることで蠕動運動の反応が大きくなることが関係している
と考えられる。つまり、長い絶食時間後の朝食摂食により蠕動運動が促進され、さらにイヌリ
ンや大豆タンパク質といった栄養素自体の効果で、腸内細菌叢の構成に大きく影響を与えたと
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考えられる。この絶食時間の長さは一つの要因にすぎず、概日時計との関連は無視することは
できないだろう。消化管にもPer、Cry、Bmal1、Clockなどの時計遺伝子が発現し、特に大腸で
多く発現している 159。また、腸管の粘膜固有層よりも上皮層で多く発現しており、蠕動運動の
日内リズムを制御すると考えられている 159,160。そのため、例えば絶食時間の長さに関係なく摂
食タイミングそのものが腸内細菌叢に影響することも考えられる。今回検証したイヌリン、大
豆タンパク質以外にも難消化性デキストリン 161、魚油 45、クロロゲン酸 162、EGCG163など腸内
細菌叢に影響を及ぼす栄養素が知られている。これらの栄養素に関しても摂食タイミングを検
討し、長い絶食時間後の朝食摂食で腸内細菌叢に強く影響することがわかれば、より絶食時間
と腸内細菌叢の関係性が明確になるだろう。 
朝食のイヌリンまたは大豆タンパク質摂食により短鎖脂肪酸の産生量が有意に増加したが、
短鎖脂肪酸の中でも乳酸と酪酸において有意な増加が見られた（Fig.2.18d, e, Fig.3.11d, e, 
Table.4.1）。これはイヌリンと大豆タンパク質が乳酸産生菌と酪酸産生菌に影響し、乳酸産生と
酪酸産生を促したためだと考えられる。先行研究より、イヌリンの摂食が Bifidobacterium（乳
酸・酪酸産生）またはLactobacillus（乳酸産生）を増加させること 46,105、大豆タンパク質の摂食
がOscillibacter（酪酸産生）とLactobacillus（乳酸産生）を増加させることが知られている 50。
しかし、実際に腸内細菌叢の構成を調べてみると、先行研究で知られている細菌の有意な増加
は見られなかった（Fig.2.21b, Fig.2.22, Fig.3.14b, Fig.3.15, Table.4.1）。これは本実験条件において
は、特定の数種類のみの乳酸・酪酸産生菌が増加したのではなく、複数の乳酸・酪酸産生菌が
増加したためだと考えられる。腸内細菌が炭水化物・タンパク質を代謝して産生したピルビン
酸は、各細菌の持つSCFA産生経路を経て、SCFAが産生される 6。この時、各SCFAを産生す
る腸内細菌は複数存在する 6-9。例えば、Bacteroides や Desulfovibrio は酢酸を産生する菌で 7、
Bacteroides、Lachnospiraceae、Ruminococcus はプロピオン酸を産生する菌である 8。さらに、
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Butyricinomonas、Coprococcus、Eubacterium、Bifidobacterium は酪酸を産生し 6,9、Streptococcus、
Lactococcus、Lactobacillus、Bifidobacteriumは乳酸を産生する 6。また、ピルビン酸からどの細菌
が何の短鎖脂肪酸を産生するかは、周囲のエネルギー源や細菌叢などの環境条件によって決ま
る 158。例えば、Bifidobacterium は炭素源に限りのある条件で培養すると酢酸を産生するが、炭
素源が多い条件では乳酸を産生する 158。さらに、ClostridiumはBifidobacteriumによって産生さ
れた乳酸を利用してプロピオン酸を産生する 158。また、Bacteroidesは炭素源が多い条件で培養
すると酢酸を産生し、炭素源が少ない時はプロピオン酸を産生する 158。以上を考慮すると、本
実験では特定の乳酸・酪酸産生細菌の有意な増加は確認されなかったものの、複数の乳酸・酪
酸産生菌が少しずつ増加し、それらの総和の結果として有意な乳酸・酪酸産生の増加が確認さ
れたと考えられる。 
イヌリンや大豆タンパク質などが盲腸内で発酵・分解を受けると、盲腸が肥大することが知
られている 164。そこで、2章と 3章の全ての実験において、サンプリング時に測定しておいた
盲腸内容物の全重量と、短鎖脂肪酸量の相関を調べた（Fig.4.1）。その結果、乳酸と盲腸内容物、
酪酸と盲腸内容物に有意な正の相関が確認された（Fig.4.1c, d）。よって、先行研究 164のとおり、
イヌリンや大豆タンパク質が盲腸内で発酵・分解を受け、乳酸や酪酸が産生されると、盲腸内
容物重量が増大し、盲腸が肥大することが確認された。したがって、濃度としての 1 mg の盲
腸内容物重量あたりの乳酸・酪酸量の増加だけでなく、盲腸内に含まれている全量としての乳
酸・酪酸量も増加していると考えられる。 
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Fig.4.1 短鎖脂肪酸量と盲腸内容物重量の相関 
(a) 酢酸と盲腸内容物重量の相関。(b) プロピオン酸と盲腸内容物重量の相関。(c) 乳酸と盲腸内容
物重量の相関。(d) 酪酸と盲腸内容物重量の相関。r値とp値はSpearmanの相関分析により計算。
有意な相関が見られたものには黒の破線を記載した。全データ数 n=197。 
 
マウスでの先行研究より、通常餌を摂食した時と比較して、高脂肪食を摂食すると、腸内細
菌叢の構成が大きく変化し、短鎖脂肪酸量が減少し、腸内細菌叢の多様性が低下する 15,165。さ
らに腸管のバリア機構の低下と TNF-αや IL-6 などの炎症性関連遺伝子の増加も確認され、腸
内環境が悪化する 166。本実験では、高脂肪食にイヌリンを添加し、摂食することで腸内細菌叢
の構成変化と、短鎖脂肪酸量の増加が確認されたが（Fig.2.18, Fig.2.20）、通常餌との比較がされ
ていないため、イヌリンにより短鎖脂肪酸の低下がどれだけ改善されたのか、腸内細菌叢の構
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成がどのように変化したのかはわからない。通常餌、高脂肪食、高脂肪食+イヌリンの 3 種の
餌を用いて、腸内細菌叢の構成を比較した研究では、通常餌と高脂肪食の腸内細菌叢の構成は
全く異なるものになり、さらに、高脂肪食+イヌリンは高脂肪食とも通常餌とも全く異なる腸
内細菌叢の構成を示した 167。つまり、以上を考慮すると、本実験で使用したイヌリンは高脂肪
食によって変化した腸内細菌叢の構成を、通常餌摂食時の構成へと改善するのではなく、全く
異なる腸内細菌叢の構成へと変化させることで、短鎖脂肪酸量を増加させたと考えられる。 
本研究で使用したイヌリンはフジ日本精糖により精製されたイヌリンであり、大豆タンパク
質の実験においては餌中のタンパク質源をすべて大豆タンパク質にした。しかし、実際のヒト
の食生活を踏まえると、精製されたイヌリンを食べることは少なく、菊芋やゴボウなどイヌリ
ンが多く含まれているが、イヌリン以外の物質も含まれた野菜として食べることが多い。タン
パク質に関しても、タンパク質は様々な食品に含まれており、大豆タンパク質だけを食べる食
生活はほとんどないだろう。食物繊維に関する先行研究では、水溶性食物繊維だけではなく不
溶性食物繊維も同時に摂食すると、水溶性食物繊維単独で食べたときと全く異なる腸内細菌叢
の構成に変化することが報告されている 168。また、当研究室の予備的なデータではあるが、水
溶性食物繊維だけでなく、不溶性食物繊維と組み合わせて摂食することが腸内細菌叢により強
く影響するというデータもある。これは、不溶性食物繊維の持つ蠕動運動促進効果が腸内細菌
叢に良い影響を与えた可能性が考えられる。また、不溶性食物繊維が腸内細菌叢の代謝産物を
吸着し、体外へ排出したことも、腸内細菌叢の構成に影響する可能性が考えられる。いずれに
せよ、複数の食物繊維・食品成分による腸内細菌叢への影響は十分に考えられる。したがって、
イヌリン単体のみや大豆タンパク質単体のみによる腸内細菌叢への影響だけでなく、複数の食
品成分の組み合わせによる検証を行うと、よりヒトの実生活に近いモデルでの研究結果が得ら
れるかもしれない。 
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本研究は摂食タイミングが腸内細菌叢に及ぼす影響について検証した。しかし、1 章でも述
べたように、腸内細菌叢に影響を及ぼす要因は、食以外にも運動や喫煙・飲酒、薬物使用など
多岐にわたる。これらの要因についても、その実施タイミングが腸内細菌叢にどのような影響
を与えるのかはまだ報告されていない。運動に関して、運動の実施タイミングがエネルギー代
謝に及ぼす影響は複数の報告があるものの 169,170、運動の実施タイミングによって腸内細菌叢の
構成変化が異なるかどうかの報告はない。そのため今後は、運動の実施時刻、喫煙タイミング、
薬物の使用時刻などが、腸内細菌叢へ与える影響を調べ、最適なタイミングを解明することで、
腸内細菌叢改善を介した疾患予防のための生活サイクルの提案が可能になり、予防医療への社
会貢献へと繋げることができるだろう。 
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Fig.4.2 本研究のまとめ 
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